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1.1 Zellkinetische Grundlagen
Grundlegend für die perfekte Symbiose des Organismus, in der jede einzelne Zelle
eine entscheidende Rolle im kompletten Gefüge des Gesamtorganismus trägt, ist
eine geordnete Kooperation aller Körperzellen untereinander. Diese Ordnung
unterliegt diversen Gesetzen, die sich als Überwachungseinheiten der geregelten
Vermehrung und auch des programmierten Zelltodes (Apoptose) verstehen.
Ordnung in komplexen biologischen Systemen ist jedoch ein Zustand eines auf
Wahrscheinlichkeit gegründeten Gleichgewichts, mit der Option auf Änderung und
Adaptation und auch auf Irregularitäten. Ausdruck solcher Irregularitäten besonders
auf Ebene von Vermehrung, Differenzierung und Apoptose können Instabilitäten im
Sinne maligner Tumoren sein. Die hier vorgelegten Untersuchungen zeigen
Subpopulationen eines Tumors mit Variierung von Differenzierung und
Apoptoseverhalten, wodurch gleichzeitig unterschiedliche Malignitätsgrade
charakterisierbar sind.
Eines der zentralen Programme zur Zellvermehrung ist der Zyklus der Zellen. Er
umfaßt die Lebenszeit einer Zelle, die vom Ende einer Zellteilung bis zum Abschluß
der nächsten Mitose reicht.
Dabei kann man vier Phasen unterscheiden:
• Die G1 – Phase ist ein präsynthetisches Intervall von variabler Dauer, in dem
keine DNA gebildet wird
• In der S – Phase findet die DNA-Synthese und –Verdopplung statt, dieses
Intervall ist von konstanter Dauer (<10 h)
• Die G2 – Phase ist wiederum eine „gap-Phase“, die sich postsynthetisch in den
Zellzyklus einreiht
• Der G2 – Phase schließt sich die M(itose) – Phase an, in der sich die
Chromosomen in mehreren aufeinanderfolgenden Phasen (Pro-, Meta-, Ana-,
Telophase) zu gleichen Teilen auf Tochterzellen verteilen.
9Eine G1- Phase ohne nachfolgende S-Phase wird als sogenannte G0 – Phase oder
auch Ruhephase bezeichnet, dabei scheiden die Zellen vorübergehend aus dem
Zellzyklus aus, sind aber weiterhin unter bestimmten Voraussetzungen zur
Proliferation fähig.
Die Entscheidung, ob eine Zelle aus der G0 – Phase erneut in den Zellzyklus eintritt,
hängt von vielen verschiedenen externen stimulierenden und hemmenden Einflüssen
ab. (Die Wirkung externer Einflüsse unterscheidet sich in ihrer Ausprägung allerdings
in den unterschiedlichen Zellarten [embryonale Zellen ↔ differenzierte Zellen].)
Die Dauer, die eine Zelle benötigt, um alle vier Phasen zu durchlaufen wird als
Generationszeit bezeichnet (meist liegt diese zwischen 24-48 h; bei Tumorzellen
auch 48-72h).
Der Eintritt einer Zelle in eine neue Zyklusphase sowie auch deren Dauer wird durch
das Zusammenspiel bestimmter zyklusabhängiger Gene und deren Genprodukte
gesteuert. Dazu gehören Histone, Wachstumsstimulationsfaktoren, Protoonkogene
und Wachstumshemmfaktoren. Außerdem üben aber auch das Zytoskelett,
Zellkontaktmechanismen und der Intermediärstoffwechsel  Kontrolleffekte auf die
Zykluspassagen aus.
 Modell 1:  Die Stadien im Zellzyklus
yklus
10
1.2 Verschiedene Regulationsmechanismen im Zellzyklus
1.2.1 Fibroblastenmodell
Aus in vitro Versuchen an Fibroblasten ergibt sich, dass externe stimulierende und
hemmende Faktoren vor allem in den „gap- Phasen“ in den Zellzyklus eingreifen. So
veranlasst z.B. Plasma in Kombination mit PDGF (platelet derived growth factor)
BALB/c – Fibroblasten, die sich in der G0- Phase befinden, in die S-Phase
einzutreten.
PDGF wirkt dabei als Kompetenz-Faktor, der nur in Kombination mit den im Plasma
vorhandenen Faktoren (z.B. Insulin-like growth factor) wirksam werden kann. Die
Plasmafaktoren übernehmen in diesem Fall die Funktion als Progressionsfaktoren.
Zeitlich vor dem Eintritt der BALB/c Zellen in die S-Phase liegt jedoch noch die G1-
Phase, in der die Zellen noch in direkter Abhängigkeit zu den Wachstumsfaktoren
stehen. Bei Entzug derselben kommt es im beschriebenen Fibroblastenmodell zum
Wachstumsstillstand, in anderen Modellen auch zum programmierten Zelltod
(Apoptose).
Ab einem bestimmten Punkt innerhalb der G1- Phase, dem Restriktionspunkt, sind
die Zellen dann wieder von externen Faktoren unabhängig- das Zyklusprogramm
wird weitgehend von endogenen Einflussgrößen bestimmt. (Der Restriktionspunkt ist
vergleichbar mit dem „Startpunkt“ im Zellzyklus von Hefen.)
Zwei weitere „check-points“ im Verlauf des Zellzyklus, an denen eine
ordnungsgemäße Mitosereaktion überwacht wird, bilden der G1/ S- Kontrollpunkt
und der G2/ M- Kontrollpunkt. Ersterer liegt in der späten G1- Phase, kurz vor der
Verdopplung der DNA in der S- Phase und kontrolliert die korrekte DNA-Integrität vor
der Replikation; letzterer befindet sich in der späten G2- Phase vor dem Mitoseeintritt
und überwacht eine regelhafte mitotische Teilung.
Bei einer eventuellen Schädigung der DNA fungieren diese check-points als Filter
und eliminieren die fehlerhafte Zelle durch Apoptose. So wird verständlich, dass eine
Dysregulation des Zellzyklus für die maligne Transformation bedeutsame Folgen
haben kann:
Erhöhung der Zellzahl durch a) eine erhöhte Proliferationsrate
b) einen Block der physiologischen Apoptose
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Erhöhung der Mutagenese durch Störungen der Reparaturmechanismen an den
Kontrollpunkten
1.2.2 Cycline und Cyclin-abhängige Kinasen als übergeordnetes Regulativ
des Zellzyklus
Der Zellzyklus wird in erster Linie durch Komplexe aus Cyclin-abhängigen Kinasen
(„cyclin-dependent kinases“,CDK) und ihren regulatorischen Untereinheiten, die man
Cycline nennt, vorangetrieben. Bei ansteigenden Konzentrationen von Cyclinen,
verbinden sie sich mit bestimmten Enzymen –den Kinasen- und aktivieren diese.
Weitere Voraussetzungen füe ihre Aktivität ist die Phosphorylierung eines
Threoninrestes sowie die Dephosphorylierung eines Tyrosinrestes.
Ebenso fungieren Cycline auch auf zellulärer Ebene als Regulatoren, indem sie
durch Phosporylierung bestimmte Transkriptionsfaktoren aktivieren.
Zuerst lassen sich D-Cycline im Verlauf des Zellzyklus nachweisen, die allerdings
ausschließlich an der Regulation der G1- Phase beteiligt sind. Im weiteren Verlauf
des Zyklus triit dann E-Cyclin, A-Cyclin und in der M-Phase CDC 2 als dominierende
Kinase auf.
In Anwesenheit von Wachstumsfaktoren im Kulturmedium sind D-Cycline in allen
Phasen des Zellzyklus nachweisbar, sie vermitteln die Effekte extrazellulärer Signale
auf den Zyklus. Im Falle eines Entzugs der Wachstumsfaktoren kommt es
phasenunabhängig zum Abbau der D-Cycline.
In der G1- und S- Phase führt die Aktivierung der Cycline zur Phosphorylierung des
RB (Retinoblastom)-Proteins. Ohne diese Phosphatgruppen würde RB den
Zellzyklus blockieren, indem es andere Transkriptionsfaktoren unter Verschluß hält.
Doch durch die Phosphorylierung entläßt RB die Transkriptionsfaktoren, die nun
ihrerseits verschiedene Gene aktivieren und Proteine produzieren, die der Zellzyklus
wiederum für sein weiteres Durchlaufen benötigt.
1.2.3 Cyclin- Inhibitoren
Cycline können in Kombination mit ihren Kinasen sowohl aktivierend, wie oben
beschrieben, als auch inhibierend auf den Zellzyklus einwirken.
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Durch proteolytische Effekte oder durch Assoziation mit einem CDK- Inhibitor kommt
es zur Inaktivierung der CDKs.
Ferner entfaltet p21(Nomenklatur entsprechend der relativen Molmasse: 21kD) als
universeller Hemmer seine Wirkung in der G1- Phase des Zellzyklus, indem es die
Aktivität der Cyclin-CDK Komplexe beeinflußt. Das Protein p21 ist die direkte
Expressionsantwort einer Stimulation durch den Tumorsuppressor p53.
Ein anderer Inhibitor p27, mit strukturellen Analogien zu p21, wirkt als Block durch
Hemmung eines Cyclin-CDK Komplexes zwischen der G1- Phase und der S- Phase
im Zellzyklus. Dieser Inhibitor ist vor allem dem Einfluß externer Wachstumsfaktoren
und Stimuli ausgesetzt.
Aus der direkten Senkung der p27 Konzentration durch die Zytokine Interleukin-2
und CSF-1 resultiert daher eine Beschleunigung der Zellzykluspassagen.
Andere Wachstumsfaktoren (z.B.TGFβ) und Zell-Zell- Kontakt, die die
Komplexbildung der Cyclin- CDKs beeinflussen, indem sie bestimmte CDKs
hemmen, erhöhen damit auch die Konzentration der p27 Moleküle. Das wiederum
führt zu einer Blockade des Übergangs von der G1-in die S-Phase des Zellzyklus.
Als weiterer Inhibitor von Zellzyklusphasen ist p16 bekannt geworden; dieses Protein
blockiert in Zellen mit funktionstüchtigem RB- Protein die späte G1- Phase.
1.2.4 Wachstumsfaktoren und Zytokine
Wachstumsfaktoren sind Proteine, die durch Vermittlung über verschiedene
Rezeptoren von außen auf die Zellen in unterschiedlichster Weise einwirken können.
So regulieren sie u.a. das Wachstum und die Migration von Zellen durch:
Stimulation von Entzündungszellen (indirekt), v.a. durch Zytokine (VEGF, TNF-α,
TGF-β, Angiogenin,...)
Stimulation der Angioneogenese und Regulation endothelialer Zellfunktionen,
Bindung adhäsiver Proteine der Extrazellulärmatrix an das Zytoskelett (tissue factor,
Integrine,...)
Vermittlung des Abbaus der Extrazellulärmatrix und Ermöglichung der weiteren
Migration (Matrixmetalloproteinasen, Serin Proteinasen)
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Wachstumsfaktoren können entweder von den jeweiligen Rezeptor-tragenden Zellen
selbst sezerniert werden (autokrin), oder auch über Sezernierung durch andere
Zellen (endokrin)auf die Zielzellen einwirken.
In der Embryogenese spielt vor allem die autokrine Sekretion eine große Rolle,
insofern als dort eine schnelle Zellproliferation nötig ist.
Dieser Einfluss auf die Expansion von Zellen durch Wachstumsfaktoren läßt sich
natürlich auch auf die Tumorprogression übertragen.
Bei einer Störung der für die autokrine Sekretion verantwortlichen Kontrollgröße,
kommt es zur Entgleisung derselben: Ein Tumor entsteht.
Wachstumsfaktoren werden extern durch Proteasen aktiviert und stehen in engem
Zusammenhang mit Protoonkogenen.
1.2.5 Protoonkogene
Inzwischen steht fest, dass virale Onkogene Bestandteile des menschlichen Genoms
sind, die an der Regulation der Zellproliferation beteiligt sind. Dabei handelt es sich
um Gensequenzen, deren Analoga bei tumorerzeugenden Viren für die maligne
Transformation einer Zelle verantwortlich sind.
So spielt zum Beispiel das Protoonkogen c-myc eine entscheidene Rolle für den
Übergang von der G0- Phase in den Teilungszyklus. Die Expression von c-myc wird
häufig in Zusammenhang mit der Proliferationskraft einer Zellpopulation gesehen,
desweiteren geht eine rückläufige c-myc Expression mit einem Austrit der Zelle aus
dem Vermehrungszyklus bzw. einem Eintritt in die G0- Phase einher.
Bei einem Fehler in der Inhibition der c-myc Expression würde die Zelle den
Zellzyklus nicht mehr verlassen und sich ungehindert weiter vermehren!
Proto-Onkogene können die Sekretion von Wachstumsfaktoren auslösen oder die
Sensibilität von Zellen für ebendiese stärken. Letztendlich unterliegt die Effizienz von
Wachstumsfaktoren dem Einfluß der Genprodukte von Proto-Onkogenen, die
während der Embryonalentwicklung transkribiert werden.
Dieser Zusammenhang macht deutlich, dass Tumoren von bestimmten
undiffernezierten Vorläuferzellen ausgehen, die einer Kontrolle durch Proto-
Onkogene unterliegen und sie gegenüber externen Reizen besonders empfindlich
machen.
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1.3 Entwicklungsabläufe in Tumorzellpopulationen
1.3.1 Homöostase durch Apoptose und Proliferation
Grundsätzlich besteht ein natürliches Gleichgewicht zwischen der physiologischen
Zellneubildung – die proliferationsfördernden und auch proliferationshemmenden
Einflüssen unterliegt – und dem Zellverlust, der durch den programmierten Zelltod
gesteuert wird. Vielen Tumorzellen fehlt jedoch diese komplizierte Steuerung, so
dass sie unsterblich sind!
Der programmierte Zelltod – die Apoptose – dient dem Organismus vor allem der
Eliminierung von Zellen, die im Verlauf der Differenzierung durch exogene Noxen
Schäden davongetragen haben.
Bisweilen wird dieser physiologische Zelluntergang auch als zusätzliche Phase des
Zellzyklus (A0-Phase / Apoptotic phase) diskutiert und kann durch vielfältige
Mechanismen induziert werden [Mc Closkey TW, et al,1999].
Die morphologischen Erscheinungsformen und insbesondere der zeitliche Ablauf
gestalten sich zwar mitunter sehr variabel, aber ein ganz wesentliches Kriterium der
Apoptose ist die Tatsache, dass dieser Vorgang ein von der Zelle selbst ausgelöster
aktiver Prozess ist.
Damit ist diese Form des Zelltodes ein wichtiger physiologischer Vorgang, ohne den
höhere Lebensformen nicht existieren können[Golstein P,et al,1997].
An unterschiedlichen Zellsystemen wurden charakteristische Apoptosemerkmale wie
Kondensation, Margination und Fragmentierung des Chromatins, sowie Ausbeulung
der noch intakten Zellmembran mit Teilung der Zelle in apoptotische Körperchen
(apoptotic bodies), identifiziert [Kerr JF,et al,1972].
Diese sogenannten Apoptose-Körperchen werden letztendlich durch Makrophagen
und benachbarte Zellen phagozytiert. Biochemisch kommt es zur Aktivierung von
Proteinasen und Kalzium-abhängigen Endonukleasen, welche die DNA zwischen
den einzlnen Nulkleosomen an der Linker-DNA schneiden. Der nachfolgende DNA-
Abbau führt zunächst zu großen DNA-Fragmenten von 50-300 kb, die sich dann
später elektrophoretisch als charakteristische „Leitern“ darstellen.
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1.3.2 Apoptose vs Nekrose
Der Zelltod ist ein biologisch-biochemischer Vorgang, der in höheren Organismen in
Form von Nekrose und  Apoptose (früher: Endocytose) auftreten kann.
Beide Formen des Zelltodes unterscheiden sich aber sowohl in der Art und Weise
der Induktion als auch in den Prozessen, die letztlich den Zelltod verursachen.
Die Nekrose ist eine Form des Zelltodes, die sehr schnell abläuft und in der Regel
Folge schwerer Zellschädigung ist, wie sie durch Hitze, Strahlung und extreme
physiologische Veränderungen eintritt. (Physiologisch können lytische Viren oder
eine Komplementreaktion eine Nekrose herbeiführen.)
Charakteristisches Merkmal ist das Anschwellen der Zelle, verursacht durch eine
Schädigung der Plasmamembran.
Durch diese Membranschädigung ist die Zelle nun nicht mehr in der Lage, das
osmotische Gleichgewicht zu halten und im weiteren Verlauf folgt zusehends ein
weiterer Bruch der Zellmembran bis zum endgültigen Platzen der Zelle.
Dadurch tritt der Zellinhalt mitsamt der geschädigten Zellorganellen und dem
Chromatin sowie den intrazellulären Enzymen in die Umgebung aus: Die
nachfolgende Phagozytose der Zellinhalte geht daher mit einer Entzündungsreaktion
der Umgebung einher.
Besondere morphologische Veränderungen im Zellkern kann man nicht bei diesem
Prozess beobachten; das Chromatin bleibt während dieser Phase der
Zellveränderungen weitestgehend intakt, dekondensiert und wird anschliessend als
„late event“ durch freigesetzte Nukleasen als „random digest“ abgebaut.
Aufgrund der Induktion und des Verlaufes ist die Nekrose eine eher unphysiologische
Form des Zelltodes und daher bei der normalen Organentwicklung kaum anzutreffen.
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Abb.1  Apoptose vs Nekrose aus molekularbiologischer Sicht
Im Gegensatz dazu ist die Apoptose das Konzept eines programmierten
physiologischen Zellunterganges, der als Antipode zur Proliferation der Zellen für
eine balancierte Situation – Homöostase – beim Wachstum und bei der
Aufrechterhaltung von Differenzierung sorgt.
Apoptose wird bisweilen auch als zusätzliche Phase des Zellzyklus diskutiert (A0
Phase, Apoptotic phase) und kann durch vielfältige Mechanismen induziert werden
[Mc Closkey TW,et al,1999].
Innerhalb eines gewissen Rahmens gestalten sich aber auch die morphologischen
Erscheinungsformen und insbesondere der zeitliche Ablauf als sehr variabel.
Ein ganz wesentliches Kriterium der Apoptose ist aber die Tatsache, dass dieser
Vorgang ein von der Zelle selbst ausgelöster aktiver Prozess ist.
Im Immunsystem spielt die Apoptose eine sehr wichtige Rolle in Zusammenhang mit
diversen Regulationsmechanismen, z.B in der Selektion auto-reaktiver B-und T-
Lymphozyten während ihrer Entwicklung. Ebenso in der Elimination Virus-infizierter
Zellen durch zytotoxische T-Zellen. Eine fehlerhafte Regulation apoptotischer
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Prozesse kann daher sowohl zu Erhöhung der Zellzahl als auch zu einem
Zellzahlrückgang führen.
Schon eine Reduzierung des programmierten Zelltodes kann genauso zu einer
Zunahme der Zellzahl führen, wie eine Überexpression der Gene, welche die
Proliferation steuern oder ein LOH (Loss of Heterozygosity) der
Tumorsuppressorgene.
Apoptotische Zellen können allerdings auch zu einer Schädigung ihrer Umgebung
führen, insofern als toxische zelluläre Enzyme membrandurchgängig werden. Daher
funktioniert der Phagozytose- Mechanismus durch verschiedene Makrophagen sehr
schnell, bevor die apoptotische Zelle ihre Membranintegrität verliert [Newman SL,et
al,1982].
Bei Verlust dieses Kontrollmechanismus wird das umgebende Gewebe durch die
toxischen zellulären Bestandteile der apoptotischen Zellen stark in Mitleidenschaft
gezogen [Savill J,et al,1993].
Werden in der Frühphase apoptotische Zellen durch Makrophagen phagozytiert,
kommt es noch nicht zur Ausschüttung inflammatorischer Mediatoren durch die
Phagozyten; während es aber bei der Phagozytose apoptotischer Zellen mit Verlust
der Membranintegrität ( in späteren Stadien der Apoptose) zur Auschüttung von
Thromboxan A2 und dem proinflammatorischen Zytokin GM-CSF kommt [Stern M,et
al,1992]. Kurosaka et al. beobachteten, dass die Aufnahme apoptotischer T-Zellen
durch Monozyten die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen IL-8 und Il-1β
induziert.
Die Ausschüttung solcher inflammatorischer Mediatoren hängt daher zum einen von
dem jeweiligen Stadium der Apoptose, zum anderen aber auch von den
entsprechenden Bindungsstellen der Phagozyten an den apoptotischen Körperchen
ab. So kommt es z. B. durch die Bindung und Phagozytose via CD14 nicht zur
Ausschüttung von Zytokinen [Mevorach, et al,1998].
Diese doch sehr unterschiedlichen Abläufe von Apoptose und Nekrose sind
besonders im Hinblick auf die jeweiligen Nachweisverfahren von Bedeutung.
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1.3.3 Möglichkeiten des Nachweises von Apoptose – Nekrose- in Zellkulturen
Dazu sollte man besonderes Augenmerk auf die molekularen Ursachen von
Apoptose richten:
Exogene Faktoren und interne Signale wie z.B. das Tumorsuppressorgen p53 oder
Proteasen des Typs „Interleukin converting enzyme“(ICE; Caspasen) aktivieren
zelluläre Nukleasen, welche die DNA zwischen den einzelnen Nukleosomen an der
Linker-DNA schneiden. Diese sogenannten Caspasen bestimmen allerdings nur
Modus und Morphologie – nicht die Apoptose-Inzidenz an sich. „Cell death“ kann auf
der einen Seite als Caspase-abhängig bezeichnet werden beim Vorliegen von
intakten Zellen; bei bereits geschädigten Zellen kann Apoptose allerdings auch
Caspase-unabhängig stattfinden [Rathmell,et al,1999].
Ein weiteres qualitatives Merkmal ist die Aktivierung von Proteasen des Typs
„Interleukin converting enzyme“ (ICE; Caspasen), die bei apoptotischen Prozessen
induziert werden. Dabei spalten sie u.a. die Poly-ADP-ribose-Polymerase(PARP), ein
Enzym, das auch an der Reparatur von DNA- Strängen beteiligt ist. Im Fall der
Irreparabilität bei DNA-Schäden verliert dieses Enzym seine Funktion innerhalb des
Systems und wird enzymatisch inaktiviert.
(Die dabei auftretenden  Spaltprodukte können auch im Westernblot nachgewiesen
werden.)
Denn neben der Intaktheit der Zellmembran bei der Apoptose im Gegensatz zur
Nekrose ist auch die Degradation der DNA  zu Nukleosomen und Oligonukleosomen
durch aktivierte Nukleasen bei der Apoptose ein zentrales Ereignis.
Der Nachweis der DNA – Strangbrüche gehört damit zu den wichtigsten Methoden
der Apoptoseanalytik.
Ein Enzym, die terminale Transferase überträgt markierte Nukleotide auf
Doppelstrang – und Einzelstrang – DNA-Brüche ohne auf ein Template angewiesen
zu sein. Dieses Verfahren, auch als TUNEL – Methode bezeichnet (Terminale
Desoxynucleotidy l- Transferase mediated dUTP- X Nick End Labeling) ist sowohl am
histologischen Präparat als auch in Zellkultur anwendbar.
Fixierte und permeabilisierte Zellen werden mit terminaler Transferase und
markierten Nukleotiden (FITC markiert) inkubiert, und die eingebauten Nukleotide
werden in der Flow- Zytometrie identifiziert.
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Als Positiv- Kontrolle für apoptotische Prozesse in Zellkulturen eignet sich die
Induktion von Apoptose durch den Topoisomerase-Hemmer Campthotecin (5µg/ml
für 6-7 Stunden) bei 37°C im Brutschrank.Anschliessend lässt sich die Kondensation
des Chromatins sowohl fluoreszenzmikroskopisch als auch FACSanalytisch mittels
des TUNEL – Tests hervorragend nachweisen.
Leider treten DNA Strangbrüche nicht nur bei der Apoptose auf: Auch bei der
Nekrose, als Folge von Strahlenschäden oder Mutationen kann es zu Strangbrüchen
in dieser Form kommen.
Im Gegensatz zur Apoptose treten diese DNA Strangbrüche jedoch nicht in den
sogenannten „linker-Regionen“ der Nukleosomen auf, so dass  bei der Darstellung im
Agarosegel nicht die typische „DNA – Leiter“  erscheint.
Die beste individuelle Übereinstimmung zweier Methoden zur Erfassung von
Apoptose-Raten findet man zwischen dem TUNEL- Test und der Annexin V –
Methode ( r = 0,98).
Daher erscheint es wichtig zu sein, festzustellen, ob es sich bei dem Strangbruch-
Phänomen tatsächlich um einen apoptotischen Prozess handelt.
Eine der Techniken, die diese Differenzierung erlaubt ist u.a. der Annexin – Test.
Annexin ist ein Protein, welches an die Phosphatidylreste (PS) der Zellmembran
bindet. Während die PS- Reste einer intakten Zelle auf der Innenseite der
Plasmamembran zu finden sind, kann man bei apoptotischen Zellen diese Strukturen
an der Außenseite der Zellmembran nachweisen; FITC- markiertes Annexin mit
hoher Affinität zu diesen PS – Resten läßt sich durchflusszytometrisch an unfixierten
Zellen nachweisen [van Engeland M,et al,1998]
Da hierbei nicht zwischen Apoptose und Nekrose differenziert werden kann, führt
eine Simultanfärbung mit Propidiumjodid (oder Ethidiumjodid) zum Ausschluss von
nekrotischen Zellen.
Propidiumjodid kann nur defekte Zellmembranen passieren und anschliessend als
Fluoreszenzfarbstoff FACS-analytisch identifiziert werden. Dieser  Farbstoff gelangt
nur in Zellkerne, deren Zytoplasmamembran zerstört ist [VerHoven B,et al,1995].
Bei der näheren Betrachtung dieser zum Nachweis von Apoptose angeführten
Analyseverfahren muss allerdings unbedingt Beachtung finden, dass dabei das
apoptotische Geschehen jeweils zu unterschiedlichen Zeitpunkten detektiert wird.
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Auch bei der Induktion von Apoptose muss man sich vor Augen führen, dass der
zeitliche Abstand zwischen Induktion und nachweisbaren zellulären Veränderungen
zwischen wenigen Stunden und sogar Tagen variieren kann.
Bedingt durch sehr unterschiedliche Induktionsmechanismen bei der Apoptose kann
bei der einen Zelle dieser Prozess ausgelöst werden, wobei die andere Zelle
vielleicht mit einer Hyperproliferation reagieren würde.
1.3.4 Apoptose-auslösende Faktoren
Da Virus-infizierte Zellen apoptotisch durch CTL eliminiert werden, wird
vorausgesetzt,  dass das Apoptose- Programm Bestandteil einer jeden Körperzelle
sein muß; denn viral geschädigte Körperzellen exprimieren durch die MHC-I
Moleküle den CTL die entsprechenden Antigene zur Initierung  des
Apoptoseprogrammes.
Diverse Zellarten bedienen sich unterschiedlichster Erkennungssignale zur Einleitung
des programmierten Zelltodes:
Der FAS/ APO-1 Rezeptor existiert sowohl auf Lymphozyten als auch auf
Körperzellen wie Enterozyten oder auch Hepatozyten und sorgt in Kombination mit
seinem Liganden (FAS-Ligand) für die Auslösung von Apoptose seiner Trägerzellen.
Er entstammt der TNF-Rezeptor-Familie, aus der auch der TNF-Rezeptor selbst
hervorgeht. Auch dieser ist in der Lage bei verschiedenen Zellen Apoptosephasen zu
induzieren.
Desweiteren sind noch Glukokortikoide und auch DNA-Schäden als vermittelnde
Instanzen für das Auslösen von Apoptose  befähigt.
1.4 Immunantwort auf Tumoren / Abwehrmechanismen
1.4.1 Immunüberwachung
Obwohl Neoplasien von autologem Gewebe abstammen, werden durch die Tumoren
nicht selten Moleküle auf deren Oberfläche expremiert, die demnach als
Tumorantigene auch eine Immunantwort auslösen können. Histopathologisches
Korrelat dieser Immunreaktion auf Tumoren sind Befunde von
Lymphozytenproliferationen in den lokalen Lymphknoten, die die Umgebung des
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Tumors drainieren. Dieser Erkennungsmechanismus  des Immunsystems wurde
ursprünglich von Paul Ehrlich beschrieben und auch als Immunüberwachung
bezeichnet.
Inzwischen sind schon viele verschiedene Kategorien von Tumorantigenen bekannt
geworden, dazu zählen u.a.:
• „silent genes“- Produkte von normalerweise im Menschen nicht expremierten
Genen (MAGE-1 bei 50% der malignen Melanome)
• Onkogenprodukte- Produkte von Genaktivierungen durch Mutationen (p 21ras),
• Produkte mutierter Tumorsuppressorgene (p 53)
• Tumorspezifischen Transplantationantigene (TSTA) bei chemisch induzierten
Tumoren von Nagern
(Diese TSTAs beruht auf in Versuchsreihen beobachteten CTL vermittelte
Abstoßungsreaktionen von transplantierten Tumoren.)
Doch trotz der Expression tumorspezifischer Antigene scheinen Tumorzellen doch
schlechte Antigenpräsentatoren zu sein - womöglich weil ihnen kostimulatorische
Moleküle fehlen.. Eine Stimulation der körpereigenen Abwehr mit immunsteigernden
Substanzen ,z.B. mit Zytokinen erscheint sinnvoll.
So beobachtete man unter der Transfektion durch IL-2, Interferon γ, TNF und GM-
CSF- Gene in Tumorzellen eine gesteigerte Abstossungsreaktion.  In ähnlicher
Weise veranlaßten mit dem kostimulatorischen Molekül B7 transfizierte Tumorzellen
eine effizientere T-Zellreaktion gegen die Tumorantigene.
1.4.2 „Tumor-Environment“ als Einflußgröße der Tumorprogression /
Invasivität
So kann der programmierte Zelltod zum einen durch bestimmte externe oder
zellgebundene Signale vermittelt werden, aber auch schlechte Bedingungen in der
Zell- Umgebung können die apoptotische Elimination von Zellen herbeigeführen:
Ein Mangel an Wachstumsfaktoren, die im Zellkultur -  Milieu das Gedeihen und auch
die Differenzierung von Zellen fördern, kann langfristig den Zelltod provozieren.
22
Keimzellen, die Träger des sogenannten KIT-Rezeptors sind, werden durch die
Expression  des entsprechenden Pendants- des Steam-cell-factors- durch die sie
umgebenden Zellen vor dem programmierten Zelltod bewahrt. SCF ist damit  als
Wachstumsfaktor dieser Stammzellen eine Garantie für weiteres Überleben.
So wird verständlich, dass auch für Zellen der „soziale Kontakt“ für ihr Überleben
eine nicht ganz unerhebliche Rolle einnimmt.
Aus diesem Grunde wurden für die vorliegende Studie Adhäsionsmoleküle wie
ICAM-1, LFA -1 und LFA-2 zur Beurteilung der Integrität und des
Proliferationsverhaltens ausgewählt.
Auch funktionelle Unterschiede (schnell vs langsam proliferierende Zellen) passen
sich der entsprechenden lokalen Verteilung der Zellen in der Mikro-Umgebung
(Environment) an. Schnell proliferierende Zellen finden sich meist in Gefäßnähe –
langsam proliferierende liegen eher in oberflächlichen Zellverbänden (Beispiel Darm:
in den Villis ) [Darzynkiewicz Z,et al,1997].
Zellverbände sind also streng organisiert u.a. entsprechend der kinetischen typischen
Eigenschaften ihrer Zellsubpopulationen
Apoptose und weitere Differenzierung von Tumorzellen dominieren in erster Linie in
der Kategorie der langsam proliferierenden Zellpopulationen - weit entfernt von
Blutgefäßen! Sogar phenotypisch entdeckte man Unterschiede zwischen langsam
und schnell proliferierenden Zellen.
1.4.3 Immune-Evasion / Immune- Escape
Bei der Aufzählung der inzwischen bekannt gewordenen Mechanismen des „Immune
escape“, sollte die Immunselektion von Antigen-negativen Tumorvarianten, die
fehlende Merkmalsausprägung der MHC Klasse I Moleküle und der
immunsuppressive Charakter der Zytokine und anderen Wachstumsfaktoren (TGFβ,
Il-10, Immunosuppressiv acidic protein- IAP) Erwähnung finden [Botti C,et al.,1998].
Immune escape kann während einer effektiven CTL Immunantwort zeitlich betrachtet
in den unterschiedlichsten Entwicklungsstufen  im Rahmen der Antigenexpression
des Tumors auftreten.
Dabei diskutiert man inzwischen verschiedene Arten des Immune escapes:
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1.) Verlust des entsprechenden Tumorantigens (antigen loss variant)
2.) Defekte im Transportsystem, das den „Nachschub“ der immunogenen Peptide
aus dem Zytosol gewährleistet (TAP- Transporter = transporter associated
with antigen processing)
3.) Downregulation der relevanten HLA- Allele
4.) Apoptose immunkompetenter CTLs durch FAS –Ligand –Expression
Diese obengenannten Mechanismen beobachtete man schon in situ bei
metastasierenden Melanomen (dabei konnten Defizite  beim TAP-Transporter durch
Interferon γ - Substitution kompensiert werden).
Ein weiterer Überlebensmechanismus von Tumorzellen ist das Ausweichen vor
Apoptose (→ Immunsystem) durch eine verminderte Expression des FAS- Liganden
zusammen mit einer gesteigerten Expression eines spezifischen Inhibitors des
rezeptor-vermittelten Zelltodes (FLIP, FLICE inhibitory protein).
Transforming growth factor β reguliert viele verschiedene Prozesse im Oranismus
einschließlich der Hämatopoese, der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, und
Zellaktivierung. Er zeichnet sich aber auch als sehr potenter Immunsuppressor durch
seine Einflußnahme auf das Immunsystem und die Tumorgenese aus.
Studien belegen, dass das immunsuppressive Potential von TGFβ eine Promoter –
Funktion bei malignem Zellwachstum übernimmt. Diese Eigenschaft von TGFβ
definiert sich einerseits über die Interferenz dieses Faktors mit den CTL (cytotoxic T
lymphocytes) , andererseits aber auch über die Förderung von Tumor- Angiogenese
und Stroma-Wachstum [de Visser KE, et al.,1999].
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2 EINLEITUNG IN DIE THEMATIK
2.1 Tumorinduktion - Untersuchung von Umgebungsfaktoren
In einer längeren, vorausgehenden Versuchsreihe wurde der Einfluss von
Umgebungsfaktoren bei der chemischen Tumorinduktion untersucht. Hierzu erfolgte
bei Mäusen nicht eine direkte Induktion durch 3-Methylcholanthren (3-MC), vielmehr
wurde das Kanzerogen über allogenes Gewebe zwischen inkompatiblen Linien
übertragen.
Tabelle 1: Transplantationsschema und Resultate
Maus-Stamm (MHC I
Ag) Tumorinduktion
mit 3-MC
Transplantation
des prämalignen
Nackengewebes
auf:
Etablierte
Primärtumore
neu gewonnene
Tumorlinien
BALB / c (H-2d) BALB / c (isogen) 3- MC / BALB / c -
C57BL/6 (H-2b) BALB / c (allogen) 3-MC auf C3H MC 6: - MC6 (gesamt)MC6:   -MC6 (Klon)
C57BL/6 (H-2b) BALB / c (allogen) 3-MC auf C57 MC 5
Interessant wurden diese Untersuchungen, da die auf BALB/c gewachsenen
Primärtumoren sich auf allogene Linien (C3H, C57BL/6, NMRI u.a.) übertragen
ließen und hier deutlich maligneres Wachstum, verglichen mit Tumoren auf der
Ursprungslinie BALB/c, zeigten. Expression von MHC Klasse 1 und Adhäsions-
Molekülen sind hierbei korreliert mit niedriger Malignität, Fehlen dieser Marker (silent
cells) ist korreliert mit hoher Invasivität und Metastasierung (C3H).
Zusammengefasst wurden die Untersuchungen wie folgt durchgeführt: Versuchstiere
waren Inzuchtmäuse der Stämme BALB/c /ABOMf,  C57BL/6  JBOM und
C3H/DifBOMf  (bezogen von Bomholtgard, Dänemark). Kochsalzlösung mit 0,5
mg/ml  3-Methylcholanthren (3-MC) [Fluca] gelöst in Titron (Titron X-100, Serva),
(Endverdünnung 1%), von der jeweils 0,1 ml C57BL/6 Mäusen in das
Subkutangewebe der Interskapularregion injiziert wurden, diente in den Studien als
Kanzerogen!
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Nachdem das so gewonnene „prämaligne“ Bindegewebe nach unterschiedlichen
Zeitintervallen (0h, 6h, 5d, 10d) auf BALB/c Mäuse transplantiert wurde, kam es zur
Ausprägung unterschiedlicher Primärtumoren. Vereinzelt kam es zu besonders
schneller Tumorentwicklung, obwohl in vorausgegangenen Dosisversuchen mit
obengenannter 3-MC- Menge eine Tumorinduktion nicht mehr möglich schien..
Man postulierte entsprechend der Tumorentstehung nach der allogener
Transplantation (C57- Mausgewebe in BALB/c- Mausgewebe), dass diese Tumoren
im Verlauf ihrer Karzinogenese einem Antigenverlust unterworfen waren [Hollenbeck,
1988]. Oberflächenantigene (H-2 Antigene), die normalerweise die
Transpantatabstoßungsreaktion initiieren, haben ihre Funktion verloren, oder sind
nicht mehr exprimiert [Rogers MJ, et al.,1981]  Beobachtungen ähnlicher Art sind in
der Vergangenheit schon häufig beschrieben worden [ Law,1980; Woodruff,1985].
2.2 Tumorantigene vom Transplantationstypus- H2 Antigene
Um festzustellen, warum es den Tumoren gelang, die Transplantationsbarriere zu
überwinden, sind flogende Untersuchungen unternommen worden:
Die Transplantattumoren der Linien 3-MC/C57 und 3-MC/C3H wurden mehrmals in
vivo passagiert, danach in eine Gewebekultur überführt und in vitro weiterpassagiert,
so dass man reine Tumorzellkulturen erhielt.
Mittels Zytotoxitätstests sowie Dot-Plots mit H-2 Antikörpern konnte bei der
Untersuchung dieser Zellen keinerlei H2- Antigenexpression festgestellt werden
[Pennings, 1990].
Nach der Klonierung des MC6 (3-MC/C3H) Tumors sowie der weiteren Anzucht
desselben, versuchte man durch in vivo-Übertragung eines Klons (MC6K) auf
verschiedene Mäusestämme eine Selektion der MHC-Barriere- „resistenten“ Zellen
zu erreichen. Gleiches wurde mit dem MC5 Tumor durchgeführt, der mehrmals in
vivo nur auf C57BL/6 Mäuse übertragen wurde.
Die anschließende Genotypisierung der Tumorlinien mittels der Restriktions-
Fragment- Längenpolymorphismus (RFLP)- Technik ergab durchweg für alle
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untersuchten Tumorzellliniengenetisch die H-2 Charakteristika der BALB/c
Mäuselinie (H-2d) [Götte, 1992].
Die Tumorzellen exprimieren also nicht etwa das genetische Muster ihrer
Ursprungslinie, des Spenders C57BL/6, sondern vielmehr das entsprechende
„Empfänger-Muster“ der BALB/c Mäus. Vermutlich handelt es sich deshalb bei
diesen Tumorzellen um BALB/c-Fibroblasten, die in die Transplantatregion
einwanderten.
Die Tumorzellen wurden gemäß Protokoll in flüssigem Stickstoff zur Konservierung
eingefroren.
2.3 Morphologische Charakteristika der Tumorzellen-
Untersuchungen mit der FACScan- Analyse
Nach dem Auftauvorgang der 3 Tumorzellinien- MC6K, MC6-gesamt, MC5-gesamt-
sollten weitere Informationen über die Oberflächenstruktur sowie deren
Antigenexpression mittels der Durchflußzytometrie gewonnen werden.
Als geeignetes Antigen-bzw. Antikörpermuster ausgewählt wurde eine Kombination
aus diversen Adhäsionsmolekülen und H2- Molekülen ( H-2K; H-2D; ICAM-1; LFA-1;
LFA-2; IL2-R).
Nach Kultur ergaben die Messungen der beiden Gesamttumoren  jeweils eine partiell
positive Expression von H2- Antigenen und den übrigen Oberflächenmolekülen der
Tumorzellen. Da die beiden Tumoren aber noch als Gesamtzellpopulation vorlagen,
war nicht  klar, ob es sich bei der partiellen Expression um jeweils einzeln positive
Subpopulationen handelt, oder ob alle Antigene gemeinsam auf einem Teil der
Gesamtpopulation expremiert wurden.
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2.4 Klonierung der Tumoren
Durch Klonierung sollte weiterer Einblick gewonnen werden, wie sich die
verschiedenen Subpopulationen hinsichtlich ihrer Differenzierungsmoleküle
zusammensetzen und welche Differenzierungsvorgänge ablaufen. Insgesamt 32
unterschiedliche Klone konnten isoliert werden.
Die Klonierung fand in  Mikrotiterplatten statt, wobei in jede Vertiefung eine sehr stark
verdünnte Suspension der Zellen einpipettiert wurde, so dass nach der
Verteilungswahrscheinlichkeit möglichst viele  Vertiefungen nur eine Zelle enthielten.
Durch weitere Vermehrung dieser Einzellzellen erhielt man entsprechende Klone des
Gesamttumors.
Die durchflußzytometrische Untersuchung der Zellklone zeigte, dass bei einer Reihe
von Zellklonen gar keine Oberflächenexpression nachweisbar war, bei anderen
jedoch einzeln eine Expression verschiedener Oberflächenmarker (H2- Antigene;
IL2-R; ICAM-1; LFA-1; LFA-2) nachgewiesen werden kann.
2.5 Verhalten von isoliert kultivierten Tumorzell- Klonen unter dem
Einfluss von Zytokinen
Für diese Untersuchungen wurden 5 Klone der 32 geklonten Tumorzellen aufgetaut:
Hiervon stammten 3 der Klone vom MC5- Tumor und erhielten deshalb die
Bezeichnung „M5-subclone 5D“ ( „M5-5D“), „M5-subclone 2A“ („M5-2A“) und „M5-
subclone 6E“ („M5-6E“). Abkömmlinge des MC6K- Tumors trugen die Namen „C3H-
subclone 7B“ („C3H-7B“) und „C3H-subclone 11F“ („C3H-11F“).
Als eine der verschiedenen Einflußgrößen aus der „Tumor-Umwelt“ auf die
Differenzierung (Heterogenitätsentwicklung) von Tumorzellen werden Zytokine wie
GM-CSF, SCF, IFN-γ, IL-2 und TNF-α diskutiert; unklar bleibt aber immer noch die
genaue Art und Weise ihrer Interaktion.
Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden nun jeweils die entsprechenden
Zellklone mit verschiedenen Zytokinen versetzt, wobei eine „Negativ“- Kontrolle mit
Zellen ohne Zusatz von Zytokinen zur Dokumentation der spontanen
Heterogenitätsentwicklung parallel mitgeführt wurde.
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In bestimmten Abständen wurde über 12-23 Passagen die variable
Oberflächenantigenexpression mittels Durchflußzytometrie untersucht. Die
Expression von Oberflächenmolekülen unter Bedingungen mit Zytokin-Zusatz im
Vergleich zu den unbehandelten Zellpopulationen wurde erfasst.
Die Ergebnisse können wie folgt zusammengefasst werden. Gehäuftes Umsetzen
der Kulturen führt mit oder ohne Zytokinzusatz zu Populationen, die aus „silent cells“
bestehen und unter diesen Bedingungen stabil bleiben. Verlängerung der
Kulturphase induziert zunehmend Expression von Oberflächenantigenen vor allem
auch von H-2 Antigenen. Im Endeffekt differenzieren nahezu alle Zellen, jedoch
können jederzeit durch wiederholte Kurzpassagen  „silent cells“ wieder selektioniert
werden.
Bei diesen Tumorzellen ist damit stereotyp eine „Umwandlung“ von undifferenzierten
Zellen in differenzierte Zellen (und evtl. vice versa)  möglich. Dies widerspricht der
üblichen Auffassung, dass Veränderungen im Sinne der Kanzerogenese nur in eine
Richtung: Differenziert-Undifferenziert über Multistep-Mutationen ablaufen.
Die Untersuchungen ergaben deutliche Parallelen in der Entwicklung des
Tumorantigenmusters beider Zellklone mit Zeichen einer progredienten
Weiterdifferenzierung der beiden Tumorlinien und mit völlig fehlenden Hinweisen auf
ungeordnete Mutationsvorgänge.
Dabei zeigten sich in der Untersuchung der Oberflächenexpression sogenannte
„silent cells“, die im Verlauf der Meßreihen auch durch Zytokine nicht zu einer
Antigenexpression angeregt werden konnten!
2.6 Fragestellung dieser Arbeit - Untersuchungen zur Apoptose /
Nekrose von Tumorsubpopulationen
Mit der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, inwieweit bei den
vorliegenden Tumorzellen die biologisch vorgegebene Entwicklung d.h. Stammzelle
→ Differenzierung → Zelltod (Apoptose) erhalten ist, respektive ob sich hierin die
Zellklone (=Tumor-Subpopulationen) unterscheiden.
 Um die jeweiligen Subpopulationen der einzelnen Klone näher charakterisieren zu
können und auch Aufschlüsse über deren sehr unterschiedliches
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Expressionsverhalten zu gewinnen,  sollte unter in vitro Bedingungen die Nekrose-
und Apoptoserate der Tumorzellen untersucht werden.
Die Apoptosemessungen sollten sowohl den zeitlichen als auch den qualitativen
Aspekt der Zelltodrate der Tumorzellen und deren Subpopulationen näher
beleuchten.
Auch in diesem Abschnitt der Studie wird bei einer sogenannten
Mediumkontrollgruppe ohne Zusatz von Zytokinen gearbeitet, das entsprechende
Pendant erhält wie auch in vorangegangenen Versuchen verschiedene Zytokine als
Zusatz in die Kulturflaschen.
Die Analyse des programmierten Zelltodes erfolgte zur besseren Verifizierung mit
zwei verschiedenen Verfahren: mit dem TUNEL-Teste und mit der Annexin V-
Methode!
Interessant erschienen vor allem der Klon C3H-subclone 11F („C3H-11F“) als
Abkömmling des MC6K- Tumors und M5-subclone 2A („M5-2A“) aus dem MC5 –
Tumor. Während der Anzucht und der Weiterdifferenzierung dieser beiden Klone
zeigte sich nämlich in vorangegangenen Versuchen die Entwicklung von
Subpopulationen sehr verschiedenen Charakters. Darunter waren zum einen Zellen,
die initial H2 Antigene expremierten- danach nicht mehr- zum anderen entdeckte
man Zellen, die sich permanent ohne Antigenexpression darstellten.
In regelmäßigen (meist wöchentlichen) Abständen wurden nun Apoptoseverhalten
der beiden Zellklone mit und ohne Zytokinzusatz mittels der FACSanalyse
untersucht. Dabei wurde jeweils das Expressionsspektrum der oben aufgeführten
Moleküle, mit und ohne Zytokinzusatz, parallel bestimmt.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Zellkulturen
Innerhalb der Versuche wurden 2 verschiedene Zellinien verwandt:
Klone des MC 5 Tumors (aus 3-MC/C57BL/6 Tumor),dazu zählt M5 subclone 2 A
und
Klone des MC 6 K Tumors (aus 3-MC/C3H Tumor), nämlich C3H subclone 11F
Diese Tumoren wureden in früheren Studien am hiesigen Institut eingehender
untersucht,  und sind oben näher charakterisiert.
3.2 Kulturmedien
DMEM (Dulbeccos Modification of Eagle Medium),
ICN Biomedicals California USA, (Cat.No.12-32-54), hergestellt mit 4,5g/l
Dextrose, ohne Glutamin, Aufbewahrung bei 2-4°C
a) Einfrieren d. Zellen zur Konservierung:
Lösung A + Lösung B zu gleichen Teilen verwenden
Lösung A: DMEM- Kulturmedium + 25% FKS steril filtrieren, auf Eis lagern
Lösung B: DMEM + 25%FKS + 20% DMSO Steril filtrieren, auf Eis lagern
b) Auftaumedium d. tiefgefrorenen Zellen: DMEM- Medium + FKS zu gleichen Teilen
c) Waschmedium : DMEM- Medium +  FKS (1:5)
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3.3 Chemikalien & Substanzen als Zusätze zu den Zellkulturen
• Fötales Kälberserum (FKS)
ICN Biomedicals,California.USA (Cat.No.2910154)
Steril filtriert, auf Mykoplasmen getestet (Aufbewahrung bei –20°C)
• Rinderserum- Albumin (BSA) “Bovin serum Albumin“
Behringwerke, Marburg, Deutschland, (ORHD:19690147)
In PBS gelöst (lyophilisierte Substanz) (Aufbewahrung bei –20°C)
• Phosphatpufferlösung PBS
Als NaCl-Lösung mit PO4 gepuffert
• DMSO (Dimethylsulfoxid): C2H6OS, Fluka (ECC No. 200664)
• Antibiotikalösung „antibiotic antimycotic solution (100x)“, Sigma, USA (Cat.No. A
5955), doppelt steril filtriert, Zellkultur getestet, Endotoxin-getestet, aus:
Penicillin 10000 units; Streptomycin 10 mg/ml; Amphotericin B 25M / ml in
0,9% NaCl gelöst
• Gentamycin 15µg/ml
• Zellablöser: „cell dissociation solution, non-enzymatic“, Sigma USA (Cat.No. C
5914) , in PBS „non-enzymatic“, schonende Ablösung adhärenter Zellen von
Kulturflaschen mit Plastikoberfläche
3.4  Zytokine
Innerhalb der verschiedenen Versuche wurde der Einfluß von Zytokinen auf die
Expression von Antigenen der beiden Zelllinien untersucht, ebenso auch veränderte
Oberflächen-Expression apoptotischer Zellpopulationen.
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3.4.1 Interleukin- 2,
“Recombinant Murine Interleukin-2 (mIL-2)“, R&D Systems Europe,  UK (Cat.No.
402-ML-020) 20Mg mIL-2 lyophilisiert von einer steril filtrierten Lösung in 50 mM
Ammoniumacetat und 1mM DTT, ph 4,0, beinhalten 50 Mg BSA pro 1Mg des
Zytokins
Beschreibung:  MG ca.17,2 kDa, biolog.Aktivität mit ED50 von 0,-0,4 ng/ml (laut
Zellproliferationsassay mit IL-2 abhängigen murinen T-
Zellinien, CTLL-2), produziert in E.coli Stämmen
[Gearing;Bird,1987].
Herstellung: Auflösen der lyophilisierten Substanz in sterilem PBS mit 0,1%
BSA und Portionierung in Plastik-Cups bei –70°C.
Entsprechend vorausgegangener Studien wurde eine
Konzentration von 2,5ng/ml gewählt.
3.4.2 Interferon γ
„Recombinant Mouse Interferon-γ“ (mIFN-γ), Genzyme USA
Zusammensetzung: 100000 units mIFN- γ (Konzentration:20 µg/ml),gelöst in PBS
mit 1% BSA zum Stabilisieren
Beschreibung: Durch E.coli Stämme produziert durch Expression von
Mäuse-IFN-γ-cDNA aus Mäuseleukozyten; MG ca.15,5 kDa;
spezifische Aktivität: ca.1x 107 units / mg
(definiert als diejenige Verdünnung von mIFN- γ, die eine
Indikatorzellpopulation vor dem Angriff durch Viren schützt =
Cytopathic effect); Spezifität ist für Mäuse-Zelllinien und
Rattenzellen getestet worden ( keine Spezifität beim
Menschen oder Hamster vorhanden);
Die Substanz wurde in 500µl PBS-Puffer mit 1%BSA-Zusatz
als Carrier-Protein gelöst und ebenfalls portioniert in
Cups(Eppendorf) bei –70°C eingefroren. Die Verdünnung
sollte nach Angaben des Herstellers nicht größer als 1:5
sein.
Die verwendete Konzentraton beträgt 100U/µl.
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3.4.3 mGM-CSF
„Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (Murine sequence,
recombinant)“
Herkunft: R&D SystemsEurope UK (Cat. No. 415-ML-005); Pack Size
5µg
Aufbau: 5µg des lyophilisierten mGM-CSF  wurde in steril filtriertem
PBS-Puffer mit wenigstens 0.1% BSA vollständig gelöst, so
dass es zu einer Konzentration von 5µg/ml des Zytokins
kommt.
Quelle: Produziert in E. coli Stämmen durch Expression des British
Biotechnology´s Designer Gene for murine GM-CSF, BBG
39, MG ca.14,8 kDa; biologische Aktivität mit Ed 50 von
0,05-0,15 ng/ml (gemessen an der Proliferation der Faktor-
abhängiger Mauszellinie DA-3[Ihle,et al.,1984].
Es sollte keine Konzentration von weniger als 5µg/ml des
Zytokins zur Konservierung bei –70°C über mehrere Monate
vorbereitet werden. Die verwendete Konzentration in den
Versuchen beträgt 5µg/ml.
3.4.4 mSCF
„Recombinant Murine Steam Cell Factor“
Herkunft: R&D Systems Europe, UK (Cat.No. 455-MC-005)
Aufbau: 5 µg mSCF lyophilisiert in steril filtriertem PBS-Puffer mit
50µg BSA pro 1µg Cytokine.
Quelle: Produziert in E.coli Stämmen durch Expression der
Mäuse-SCF-Gensequenz; Molekularmasse ca. 18,6 kDa
sowie eine biologische Aktivität mit ED 50 von 5-10ng/ml
(im Proliferationsassay mit einer humanen Faktor-
abhängigen Zellinie getestet [Kitamura,et al.,1989])
Die Substanz wurde in sterilem PBS unter Zugabe von
BSA gelöst und in Cups tiefgefroren bei –70°C. Die
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Konservierung sollte nicht in Konzentrationen geringer als
1µg/ml Cytokine erfolgen.
Als zu verwendende Konzentration empfiehlt sich 10ng/ml
in den Versuchen.
3.5  Antikörper
Für die Versuche dieser Studie fanden direkt konjugierte monoklonale Antikörper, die
spezifisch für Trinitrophenol (TNP) sind, - ein Hapten, das nicht auf menschlichen
Zellinien expremiert wird-Verwendung.
Es gibt eine Reihe von Farbstoffen, die in der Durchflußzytometrie Verwendung
finden, davon wurden in unseren Versuchen v.a FITC- (Fluorescein Isothiocyanat),
PE- (Phycoerythrin) oder PI – (Propidiumjodid) konjugierte Antikörper benutzt.
In der Analyse zeigt PE eine rote Fluoreszenz mit der Wellenlänge λ=578 nm bei
einer Exzitationswellenlänge von λ=488 nm.
FITC wird durch eine Wellenlänge von λ=495 nm angeregt und fällt durch grüne
Fluoreszenz (λ=525 nm) auf.
In der analytischen Durchflußzytometrie werden überwiegend luftgekühlte Argon-
Ionenlaser verwendet, die Licht einer Wellenlänge von 488 nm generieren. Es eignen
sich daher vor allem Farbstoffe zur Fluoreszenzmarkierung, die von λ=488 nm
angeregt werden können.
Farbstoffe können auch außerhalb ihres Absorptionsmaximums angeregt werden
(aber noch innerhalb ihres Absorptionsspektrums), dieses resultiert aber dann in
einer Verminderung der Farbstoffintensität, nicht aber in einer Änderung der
Fluoreszenzfarbe.
3.5.1 PE- konjugierte Antikörper
3.5.1.1 „PE-conjugated mouse IgGκ isotype control monoclonal
Antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland,  (Cat.No.33035x)
Zusammensetzung: R-PE- konjugierter Antikörper gepuffert in PBS (pH 7,4) mit
0,2% BSA und 0.09% NaCl
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Beschreibung: Für die direkte Immunfluoreszenz-Färbung von 106 Zellen soll
man nach Angaben des Herstellers 20µl Antikörper-Lösung
benutzen, um ein optimales Ergebnis zu erzielen.
3.5.1.2 „PE-conjugated rat IgGκ isotype control monoclonal
Antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland, (Cat.No. 34485x)
Zusammensetzung: R-PE – konjugierter Antikörper gepuffert in PBS (pH 7,4) mit
0,1% NaCl und 0,2% BSA
Beschreibung: Für die direkte Immunfluoreszenz-Färbung wurden für jeweils
106 Zellen 20µl Antikörper-Lösung verwendet.
3.5.1.3 „R-PE-conjugated mouse anti-mouse H-2K d monoclonal
antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland, (Cat.No. 06095A; 0,1mg)
Zusammensetzung: R-PE konjugierter Antikörper in PBS gepuffert (pH 7,2) mit 150
mM NaCl und 0,1% Sodium azide.
Beschreibung: Isotype Mouse (SJL) IgG 2aκ ; reagiert spezifisch mit H-2K d
MHC Klasse I Antigenen [Takizawa,et al.,1993]
Die Konzentration des Antikörpers pro 106 Zellen sollte nicht
niedriger als 1µg sein.
3.5.1.4 „R-PE-conjugated hamster anti-mouse CD 54 (ICAM-1)
monoclonal antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland, (Cat. No. 01545B)
Zusammensezung: R-PE konjugierter mAK gepuffert in 10mM PBS (pH7,2) mit
150 mM NaCl und 0,1% Natriumazid
Beschreibung: R-PE anti-mouse CD54 (ICAM -1), Klon 3E2, Isotyp Hamster
IgG, spezifisch für ICAM-1, MG 95 kDa Oberflächenantigen
[Takizawa et al.,1993]
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3.5.2 FITC- konjugierte Antikörper
3.5.2.1 „Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated Mouse
IgGκ isotype control monoclonal antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland (Cat.No.33034x)
Zusammensetzung: FITC-conjugated antibody in PBS gepuffert (pH7,4) mit
0,1%sodium azid und 0,2%BSA ; es ist spezifisch für das
TNP(Trinitrophenol-Hapten), das nicht auf humanen Zellen
expremiert wird.
Beschreibung: Das Reagenz sollte für die Immunfluoreszenz zur Färbung von
Zellen in einer Konzentration von 20µl/106 Zellen verwendet
werden.
3.5.2.2 „Fluorescein Isothiocyanat (FITC) conjugated Rat IgGκ monoclonal
isotype control antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland (Cat.No. 34484x)
Zusammensetzung: FITC-conjugated antibody in PBS gepuffert (pH7.4) mit
0,1%sodium azid und 0,2%BSA.
Beschreibung: Als Isotyp-Negativkontrolle verwendet man das Reagenz in
der Immunfluoreszenz in einer Konzentration von etwa 20µl
pro 106  Zellen.
3.5.2.3 „Fluorescein Isothiocyanat (FITC) conjugated mouse anti-mouse H-
2D d monoclonal antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland ( Cat.No. 06134D, 0,5mg)
Zusammensetzung: FITC-conjugated antibody in Tris-Puffer gepuffert pH (8,0) mit
150 mM NaCl und 0,1% sodium azid
Beschreibung: Der Klon 34-2-12 Isotyp C3H IgG 2a reagiert spezifisch mit
dem H-2D d -MHC Klasse I Antigen [Ozato,et al.,1982 ]
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3.5.2.4 „Fluorescein Isothiocyanat (FITC) conjugated rat anti-mouse Cd 11a
(LFA-1α chain) monoclonal antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland, (Cat.No.01844D)
Zusammensetzung: FITC-konjugierter Antikörper in 50mM Tris-Puffer (pH 8,0) mit
150 mM NaCl und 0,!% sodium azid
Beschreibung: FITC anti-mouse CD 11a (LFA-1 α chain), Klon M17/4 reagiert
mit der α-Untereinheit von LFA-1 (ein heterodimeres
Oberflächenantigen, das auf allen Leukozyten expremiert wird
und Zelladhäsionsprozesse steuert).
[Springer,et al.,1982], [Wuthrich,et al.1992]
3.5.2.5 „Fluorescein Isothiocyanat (FITC) conjugated rat anti-mouse CD 2
(LFA-2) monoclonal antibody“
Herkunft: Dianova,Hamburg, Deutschland,(Cat.No.01174D)
Zusammensetzung: FITC-konjugierter Antikörper in 50mM Tris-Puffer (pH 8.0) mit
150 mM NaCl und 0,!%sodium azid
Beschreibung: FITC anti-mouse CD2 ,Klon RM2 -5 Antikörper reagiert mit der
immunglobulin-Superfamilie CD2 (vergleichbar mit CD48 in
der Maus). CD2 wird auf peripheren T-Zellen, B-Zellen und
Natural Killer-Zellen expremiert. Der Antikörper sollte
auf ≤ 10µg/106 Zellen in seiner Konzentration bei der
Immunfluoreszenzfärbung eingestellt werden.
3.5.2.6 „Fluorescein Thiocyanat (FITC) conjugated rat antimouse CD 122
(IL-2 Receptor β chain) monoclonal antibody“
Herkunft: Dianova, Hamburg, Deutschland, (Cat.No. 01924D)
Zusammensetzung: FITC-konjugierter Antikörper in Tris-Puffer (pH8,0) mit 150 mM
NaCl und 0,1% sodium azid
Beschreibung: FITC anti-mouse CD 122 (IL-2R β chain), Klon TM-β 1,Isotyp
Ratten-IgG 2bκ
Spezifität: IL-2R βchain wird vor allem auf CD8 Milz-Zellen/T-Zellen und
38
auf NK-Zellen expremiert. Die Expression dieses Antigens
kann durch das Zytokin IL-2 deutlich gesteigert werden.
[Tanaka,et al.,1991]
3.6 Vitalitätsprüfung der Zellkulturen mit Propidium Iodide
Herkunft: ICN, Biomedicals, USA, (Cat.No. 195458)
Propidiumiodid vermag durch die beschädigte Zellmembran zu perfundieren, an die
DNA zu binden und diese einzufärben. Diese PI- DNA- Färbung erlaubt es, eine
Aussage über den Anteil an Zellen mit verlorener Membranintegrität zu treffen. Eine
Differenzierung zwischen apoptotischer Zellen mit intakter Membranintegrität und
nekrotischer Zellen ist somit möglich.
3.7  Skizzierte Methodendarstellung
3.7.1 Oberflächenexpressionsanalyse
Modell 2:  Oberflächenexpressionsanalyse als Methodenskizze
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3.7.2 Apoptose- Messung
Annexin V Test Skizze
Modell 3: Annexin V Test als Methodenskizze
TUNEL Test – Skizze
Modell 4: TUNEL Test als Methodenskizze
Reinigung der Zellen
(Waschvorgang)
Ablösen der Zellen nach 
5-6 tägiger Kultivierung
Zellen auf etwa 10  - 10
pro  ml einstellen
5 6
je 100 µl der Zellsuspension auf Falcon- Röhrchen
verteilen, entsprechend dem Panel Zugabe von 
Annexin und / oder PI (Propidiumiodid)
15 min Inkubation 
auf Eis
Durchflußzytometrische 
Analyse
Markierung mit TUNEL-
Reaktionsgemisch (60min,37°C)
Waschvorgänge mit PBS Puffer
Permeabilisation (2 min auf Eis) 
mit Titron
Waschvorgänge mit PBS Puffer
Zellsuspension auf mind.
 10  /ml einstellen6
Ablösen der Zellen nach 
5-6 tägiger Kultivierung
Fixation der Zellen mit
Paraformaldehyd
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3.8 Reagenzien der qualitativen und quantitativen Apoptose-
Messungen in Zellkulturen
3.8.1 „ ApoScreenTMAnnexin V Apoptosis Kit“
Herkunft: Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham,USA
Dianova, Immundiagnostik, Hamburg, Deutschland
(Cat.No. 10010-02)
Inhalt des Testkits: 1 ml Annexin V-FITC
1ml Propidium Iodide (50µg/ml) 7 x 1,5 ml 10x binding Puffer
Testprinzip:
 Apoptose läßt sich auf molekularer Ebene durch die Kondensation von
Chromatinstrukturen, die Reduktion der Zellgröße, die DNA– Spaltung sowie die
Translokation von Phosphatidylserinsequenzen (PS) von der inneren
Phospolipiddoppelschicht an die Zelloberfläche charakterisieren.
Diese PS- Translokation fungiert als ein Marker für die Erkennung apoptotischer
Zellen gegenüber Phagozyten.
Diese Oberflächenveränderung apoptotischer Zellen dient auch der qualitativen
Erfassung ebensolcher Zellen in vitro.
Dabei nutzt man die hohe Affinität des Annexins V (MG 36 kDa) gegenüber PS-
haltigen Phospholipiddoppelmembranen.
Die Externalisation von PS geschieht im Verlauf des Apoptose-Prozesses deutlich
früher als andere Veränderungen auf molekularer Ebene, daher kann das
„ApoScreenTM Annexin V Apoptosis Kit“ für die Detektion früher Apoptose – Stadien
in Zellen benutzt werden [Tait,et al.,1989], [Koopman,et al.,1994].
In diesem Test werden nun frühe Apoptose – Populationen durch das FITC –
konjugierte Annexin durchflußzytometrisch anhand ihrer grünen Fluoreszenz erfasst;
nekrotische Zellpopulationen fallen durch ihre Bindung von  Propidium Iodide auf.
3 verschiedene Zellpopulationen können differenziert werden:
a) lebende völlig ungefärbte Zellen
b) nekrotische FITC- und PI- gefärbte Zellen
c) apoptotische  nur FITC- gefärbte Zellen
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Die Messungen wurden mit einem Durchflußzytometer (FACScan, Becton-Dickinson)
vorgenommen, das, mit einem Argon-Ionenlaser ausgestattet, einen
Exzitationsbereich von 488 nm aufweist.[Andree,et al.,1990]
Testcharakteristika:
Auch beim Annexin-Test kann grundsätzlich PBS-Puffer verwendet werden, nur zum
Resuspendieren der Zellen vor der durchflußzytometrischen Messung sollte man den
10x binding Puffer des Kits benutzen, der zu Versuchsbeginn noch 1:10 mit sterilem
aqua dest. verdünnt wird.
Testmethode:
Zunächst sollte die Zellzahl auf etwa 1x106 –1x107  Zellen/ml eingestellt werden, die
Zellen werden zweimal in PBS Puffer gewaschen, in 10xbinding Puffer resuspendiert.
In den Falcon/FACScan- Röhrchen werden die Zellen mittels der
Fluoreszenzfarbstoffe FITC und PI  markiert und 15 Minuten in Dunkelheit auf Eis
inkubiert.
Abweichend von Empfehlungen des Herstellers wurden die Zellen nun erneut in PBS
Puffer gewaschen.
Zuletzt werden die Zellen in 380µl xbinding Puffer aufgenommen und mittels der
Durchflußzytometrie bei einem Exzitationsbereich von 488nm analysiert.
Als systemische Positivkontrolle dienten Campothecin behandelte Zellkulturen, wobei
die Zellkultur mit 100µl Campothecin-Lösung (Konzentration 8 µg/ml Zellen) 24 h im
Brutschrank inkubiert wurde und in der Analyse als Kontrolle fungierte.
3.8.2 „In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein“
Herkunft: Boehringer, Mannheim, Deutschland (Cat.No. 1684795)
Inhalt des Testkits:
Enzyme Solution: terminal deoxynucleotidyl transferase from calf thymus
(EC 2.7.7.31) in storage buffer
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Label Solution: nucleotide mixture in reaction buffer
Das Testkit wurde bei –20°C aufbewahrt.
Testprinzip:
Der sogenannte TUNEL (TdT- mediated d-UTP nick end labeling; terminal
desoxynucleotidyl Transferase)- Test identifiziert DNA- Strangbrüche anhand
Bindung von modifizierten Nukleotiden an freie 3`-OH Endungen in einer
enzymatischen Reaktion.
Die terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) katalysiert die Polymerisation von
Nukleotiden an freie 3`-OH DNA-Enden und ist daher geeignet, DNA-Strangbrüche
aufzuzeigen. Durch den Zusatz von Fluorescein – dUTP werden solche
Nukleotidpolymere in der Durchflußzytometrie quantitativ der Analyse zugänglich
gemacht.
Die TUNEL Reaktion kennzeichnet besonders DNA-Strangbrüche aufgrund
apoptotischer Mechanismen, daher erlaubt dieser Test eine Differenzierung von
DNA- Brüchen apoptotischer Zellen gegenüber initial durch Zytostatika oder
radioaktiver Strahlung verursachter DNA-Schädigungen.
3.8.2.1 Testcharakteristika
Zusätzliche Chemikalien: Waschlösung: PBS Puffer mit 1% BSA-Anteil
Fixierlösung: 4% Paraformaldehyd in PBS;
pH7,4
Permeabilisationlösung: 0.1%Titron x-100 in 0,1%
Sodiumzitrat
Testkit- Chemikalien: -TUNEL Reaktionsgemisch entsprechend Beipackzettel
erst unmittelbar vor Versuchsbeginn vorbereiten.
-Label Solution kann unverdünnt gebraucht werden.
43
Testmethode:
a) Zunächst wurden die Zellen auf eine Anzahl von 2x 107 /ml eingestellt,
zweimal in sterilem PBS-Puffer gewaschen und durch Zugabe von
Paraformaldehyd fixiert. Die Fixation der Zellen ist nach einer Inkubationszeit von
30 min bei Raumtemperatur unter ständigem Schütteln abgeschlossen.
Es ist wichtig, darauf zu achten, dass es nicht zur Bildung von Zellkonglomeraten
kommt.
b) Durch 10-minütiges Zentrifugieren der Zellsuspensionen bei 300x g und zwei
anschließende Waschvorgänge in PBS Puffer wird die Fixationslösung aus den
Zellen herausgewaschen.
Danach werden die Zellen in Permeabilisationslösung (0,1% Titron) zwei
Minuten lang auf Eis (4°C) resuspendiert.
c) Nach erneutem zweimaligen Waschen der Zellen werden diese in TUNEL-
Reaktionsgemisch aufgenommen.
Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei 37°C im Brutschrank (Heraeus)
werden die Proben nun abermals zweimal in PBS Puffer gewaschen und jeweils
zu 500µl auf Falcon-Röhrchen zur durchflußzytometrischen Analyse verteilt.
Als Positiv-Kontrolle dient ein mit DNAse (1mg/ml konzentriert) behandelter
Ansatz der Zellsuspensionen, bei dem es aufgrund des Enzymzusatzes zu
chemisch induzierten DNA-Strangbrüchen kommt.
Als eine weitere Positiv-Kontrolle beider Apoptose-Versuche wurden mit
Campothericin inkubierte Zellen herangezogen, gemäß entsprechender Literatur
entsprach die Konzentration dieser Substanz 2µg/ml Zellen.
Campthothericin ist ein Unterwasserschutz-Farbstoff, der in vorangegangenen
Testreihen nachweislich zur Induktion von Apoptose führte.
Die Negativ-Kontrolle dieses Versuches wird als Testansatz ohne Zugabe von
TUNEL-Reaktionsgemisch mitgeführt.
Die Auswertung erfolgte mittels der Durchflußzytometrie an einem FACScan-
Gerät (Becton-Dickinson) mit PC-Lysis Software.
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3.9 Zellkulturen und deren Untersuchung nach
Oberflächenexpression in der Durchflusszytometrie
Nach dem Auftauen der beiden Zellklone C3H 11F und M5 2A  wurden die Zellen
zum Teil mit diversen Zytokinen behandelt und über mehrere Passagen (bis zu 40
Zellpassagen-Zyklen) angezüchtet.
In den Versuchen fanden Interleukin-2 Rezeptor, Interferon β, GM-CSF  und SCF
Verwendung. Während der gesamten Versuchsdauer gab es niemals Hinweise auf
zytotoxische Reaktionen (Zytopathischer Effekt) in den Zellkulturen; mittels PCR
(Polymerase chain reaction) wurden dabei die Zellkulturen auf Cytomegalie-Viren
untersucht, die bekanntermassen u.a. eine MAC 1- sowie eine IL-RezeptorInduktion
bewirken können[ Grundy,et al.,1993].
Die verschiedenen Zellkulturen wurden schliesslich auf deren Oberflächenexpression
in unterschiedlichen Passagen und deren Apoptose-Rate mittels der
Durchflusszytometrie – FACScan - untersucht.
3.9.1 Anzucht von Zellen in Zellkulturen
.
Für die Zellkulturen wurden 250 ml Polystyren- Gewebekulturflaschen ( Falcon)
verwendet. Als Kulturmedium diente DMEM unter Zugabe von 1ml L-Glutamin
(200mM) und 1ml Antibiotikalösung (Sigma) pro 100ml Medium. Zusätzlich wird die
Kultur mit 10% FKS (ICN) angereichert. Pro Kulturflasche empfiehlt sich ein Volumen
von 10-15ml Medium als ideale Nährlösung für 2-3 Tage.
Das typische Wachstum der Tumorzellen konnte lichtmikroskopisch (Diavert, Leitz)
beobachtet werden, dabei kam es bei einer Einsaat von 2x105 Zellen/ ml etwa nach 6
Tagen zur Ausbildung eines gechlossenen Zelllayers. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt
dann auch das Passagieren der Zellen.
Im Abstand von 2-3 Tagen sollte das Medium unter sterilen Bedingungen
ausgewechselt werden.
Die Inkubation der Zellkulturen erfolgte in einem CO2- Brutschrank (Heraeus) bei
37°C mit 5% CO2 Gehalt und 95% Wasserdampfsättigung.
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3.9.2 Auftau–Vorgang der konservierten Zellen
Die tiefgefrorenen Zellen, die schon bereits Gegenstand vorangegangener Studien
waren, wurden in flüssigem Stickstoff bei –70°C aufbewahrt.
Nach der Entnahme der Zellen aus dem Stickstoffbehälter werden diese direkt im
37°C Wasserbad unter Schwenkbewegungen vorsichtig erwärmt, dabei sollte man
insbesondere auf das Vermeiden einer Kontamination des Kryoröhrchen-Deckels der
Zellen mit dem Wasserbad achten.
Anschliessend wird die aufgetaute Zellsuspension in ein steriles 13ml Röhrchen
überführt und unter tropfenweiser Zugabe von Auftaumedium (DMEM + FKS im
Verhältnis 1:1) weiter ständig geschwenkt. Zuletzt wird nun die Zellsuspension in
eine Gewebekulturflasche mit 15ml Medium überführt und etwa 6 Tage bis zur
nächsten Zellpassage kultiviert.
3.9.3 Passagieren von Zellkulturen
Nach Kontrolle der Morphologie der Tumorzellen und Feststellen des Zellrasens
unter dem Lichtmikroskop wird nun unter sterilen Bedingungen (Sterile Werkbank,
Ceag Schirp) das Medium abgeschüttet und der adhaerente Zellrasen mit steril
filtriertem PBS- Puffer dreimal überspült. Zum anschliessenden Ablösen der Zellen
vom Flaschenboden benutzt man ca.15ml der nichtenzymatischen Zellablöse-
Substanz von Sigma und gibt diese steril filtriert in die Kulturflasche.
Leichte Klopfbewegungen verstärken den Ablösevorgang der Zellen, dabei belässt
man das Löse-Mittel für 5-7 min in der Kulturflasche.
Abgelöste Zellen werden nun in PBS- Puffer aufgenommen und bei 200 x g zwei-
dreimal  gewaschen (Heraeus-Zentrifuge). Danach werden die Zellen unter einem
Mikroskop (Dialux 20EB, Leitz) in einer Bürker-Zählkammer auf 2x105 Zellen/ml
eingestellt und in eine neue Kulturflasche mit frischem Medium überführt.
Der Zusatz von Trypanblau identifizierte durch Blaufärbung tote Zellen und lässt sich
daher als Vitalitätsnachweis einsetzen.
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3.9.4 Einfrieren der Zellkulturen
Die Zellsuspension wird dazu abzentrifugiert und in Lösung A überführt, auf 107
Zellen/ml eingestellt und umgehend auf Eis gekühlt. Die ebenfalls eisgekühlte
Lösung B wurde nun im Verhältnis 1:1 dazugegeben und die nun entstandene
Suspension auf beschriftete Kryoröhrchen verteilt.
Zunächst werden diese in einem Styroporbehälter bei –70°C 24 h lang tiefgefroren,
erst dann werden die Röhrchen in flüssigen Stickstoff zur Daueraufbewahrung
überführt. Das zeitlich fraktionierte Einfrieren der Zellen dient v.a. der Verhinderung
von Kristallbildung in der Suspension.
3.10 Markieren der Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern
zur durchflusszytometrischen Messung
Jeweils 100µl der vorher eingestellten Zellsuspension werden auf Falcon-Röhrchen
(Polystyren) zur FACScan-Analyse verteilt und mit jeweils 10µl der entsprechenden
monoklonalen Antikörperlösung versetzt und auf dem Vortex-Schüttler vorsichtig
gemischt.
Dieser Ansatz muss dann im Kühlschrank (im Dunkeln) 20 min lang inkubiert werden.
Vor der eigentlichen FACScan- Analyse müssen die Ansätze noch zweimal in PBS-
Puffer gewaschen werden, damit ungebundene Antikörper aus dem Ansatz entfernt
werden können und nicht zu falsch positiver Fluoreszenz führen. Das Sediment wird
in 300µl PBS Puffer aufgenommen und kann nun der FACScan Messung unterzogen
werden.
Da die verwendeten Antikörper alle monoklonaler Art sind, muss man nicht mit dem
Auftreten einer stärkeren Hintergrundfluoreszenz rechnen.
3.11 Durchflusszytometrische  Analyse
3.11.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszyto(fluoro)metrie (Flow Cytometrie) ist ein inzwischen schon sehr
etabliertes Verfahren zur Ananlyse von Einzelzellen in Suspensionen auf der
Grundlage von Fluoreszenz – und Streulichteigenschaften. Das Prinzip der
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Durchflusszytometrie ist die simultane Messung verschiedener physikalischer und
chemischer Zelleigenschaften auf Einzelebene.
Die zu analysierenden Zellen werden dabei einzeln an einem Laserstrahl
vorbeigeführt und ihre Fluoreszenz durch senkrecht zu diesem Strahl angebrachte
Photozellen gemessen. Weitere Detektoren zeichnen die Streuung des einfallenden
Lichts selbst auf und liefern damit Informationen über die Grösse der jeweiligen Zelle.
Der grösste Anteil der Lichtstreuung erfolgt in die Vorwärtsrichtung (d.h. entlang des
einfallenden Lichtstrahls). Dieses Licht wird als forward light scatter/ FSC bezeichnet
und ist in erster Linie ein Mass für die Zellgrösse.
Das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht hängt
hauptsächlich von der Granularität der Zellen ab (side scatter/SSC).
Für die Messungen eingesetzt wurde ein FACScan- Gerät mit luftgekühlten
Argonlasern, die Licht einer Wellenlänge von 488ηm generieren. Zur Analyse diente
PC Lysis software (Becton-Dickinson).
3.11.2 Einstellung des FACScan- Gerätes
3.11.2.1 Einstellen der FSC- und SSC- Detektoren
Anhand der jeweiligen Negativkontrolle wurde der Schwellenwert (beim FSC) so
gewählt, dass noch der Beginn der Rauschsignale des Debris sichtbar waren. Die
Spannung der Photoröhren wurde dann so eingestellt, dass die Zellen der
Negativkontrolle in der Nähe des Koordinatenursprungs noch eine Gauss- ähnliche
Verteilungskurve der Autofluoreszenz ergaben.
Für FL1 und FL 2 wurde eine logarithmische Signalverstärkung gewählt (für SSC und
FSC eine lineare), so wie es für Immunfluoreszenzmessungen von Zellinien
empfohlen wird.
Da die Fluoreszenzspektren der beiden verwendeten Farbstoffe FIT (Fluorescein)
und PE (Phycoerythrin) sich relativ stark überlappen, mußte zur Korrektur der
spektralen Überlappung eine geeignete Kompensation gewählt werden, die vor jeder
Messung neu eingestellt wurde. Dazu wurden bei eingeschaltetem FSC/SSC –
Fenster und konstanter Photoröhrenspannung jeweils Zellen gemessen, die nur mit
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Fluorochrom konjugierten Antikörpern jeweils einer Farbe (entweder FITC oder PE)
gefärbt wurden. Die Kompensationsschaltung des Gerätes wurde so gewählt, dass
sich die Histogrammverteilungen der gefärbten und auch ungefärbten Zellen in dem
jeweils anderen Kanal überdecken. Entsprechend wurde auch die Kompensation für
PI (Propidiumjodid – FL 3) vorgenommen.
3.11.2.2 Analyse
Pro Messereignis  wurden sowohl bei den Kontrollen als bei den Antikörper-
konjugierten Zellsuspensionen 10000 Zellen registriert.
Bei den Zellklonen mit Zytokinbehandlung wurden nahezu nach jeder Passage
(d.h.einwöchiger Messzyklus) Messungen der Oberflächenexpression entsprechend
des Panels vorgenommen und mit unbehandelten Zellen desselben Klons als
Referenz verglichen.
An die Messung der Oberflächenexpression schloss sich in zweiwöchigen Abständen
eine Messung der Apoptoserate der Zellinie an, die mittels des Annexin – und des
TUNEL-Tests vorgenommen wurde.
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4 ERGEBNISSE
Exemplarisch wurden die beiden Zellklone „C3H subclone11F“ und „M5 subclone2A“
aus dem Pool der insgesamt 5 Zellklone für die Versuche ausgewählt. Der
Entscheidung für diese Tumorzell- Klone lag vor allem die in Vorversuchen
beobachtete neue Subpopulationsbildung, d.h. Differenzierung der Primärzellen,
zugrunde.
Die entsprechende Versuchsanordnung wird im vorangehenden „Material und
Methoden-Teil“ beschrieben.
Es wurden zunächst weitere Beobachtungen zur Heterogenität der
Tumorpopulationen nach Auftauen und erneutes Passagieren der Kulturen
angestellt.
In darauf folgenden Versuchen wurden beide Zellklone separat mit Zytokinen (IL-2R,
Interferon γ, SCF und GM-CSF) versetzt. Diese Zytokine stimulieren auf sehr
unterschiedliche Art und Weise die Antigenexpression der Tumorzellklone und
simulieren so annäherungsweise unter in vitro Bedingungen das Tumor-
„environment“ bzw. den Wirt!
Parallel konnte man durch eine mitgeführte Zytokin- freie Mediumkontrolle stets
einen Vergleich  in der Antigenexpression anstellen und Aussagen über die spontane
Tumorantigen- Expression treffen.
Im Anschluß daran wurde versucht durch den TUNEL und den Annexin V Test unter
in vitro Bedingungen qualitative und quantitative Informationen über das Apoptose-
und Nekroseverhalten dieser beiden Tumorzellklone zu gewinnen.
Die Tumorzellpopulationen wurden jeweils über sieben Tage im CO2- Schrank
bebrütet, in dieser Zeitspanne bildet sich unter Einsaat von 106 Zellen pro
Kulturflasche ein geschlossener Zellrasen aus. Daneben wurde das
Tumorzellwachstum in regelmäßigen Abständen zusätzlich lichtmikroskopisch
kontrolliert, um etwa die Ausbreitung von Schimmelpilzen früh zu erkennen.
In wöchentlichen Passagen wurden das Kulturmedium und gegebenenfalls die
Zytokine erneuert und Zellen neu eingesät. Außerdem fand in diesem Rahmen auch
die durchflußzytometrische Analyse der Tumorzellen durch die FACScan statt.
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Dabei diente jeweils eine Autofluoreszenz- Messung, sowie das Mitführen von „Anti-
Rat- Antibodies“ und „Anti-Mouse- Antibodies“ in jedem Messzyklus als Negativ/
Referenzkontrolle zur Antikörper-konjugierten Messung. Unspezifische Antikörper-
bindungen sollten dadurch sicher erkannt werden.
Die Wahl der Oberflächenantigene fiel auf die Adhäsionsmoleküle LFA-1 (CD 11a),
LFA-2 (CD 2), ICAM-1 (CD 54), den IL-2-Rezeptor (CD 122) und die beiden H-
Antigene H-2Kd und H-2Dd .Die entsprechenden Antikörper waren entweder FITC-
(H2Dd, IL-2-Rezeptor, LFA-2, LFA-1) oder PE- (H-2Kd, ICAM-1) markiert und wurden
im Dot-Plot oder Histogramm- Format ausgewertet.
Durch Kennzeichnung bestimmter Subpopulationen mit „gates“ konnte man durch
„reverse gating“ Rückschlüsse von markierten Populationen im Histogramm auf
deren Verteilung in der FSC/SSC –Übersichtsdarstellung ziehen. Dieses
Analyseverfahren ermöglicht daher Aussagen zur Größe und Granularität der
beobachteten Populationen.
Auch während der Apoptose- Messungen diente immer sowohl eine unbehandelte
Mediumkultur als Negativkontrolle als auch eine mit Camptothericin (s.oben)
behandelte Zellkultur als Positivkontrolle zu den Versuchen.
Im TUNEL- Test wurde zusätzlich noch eine positiven DNAse- Kontrolle eingesetzt.
Beide Tumorzellklone wurden jeweils bis zu 28 mal passagiert, zum Teil unter
Zugabe von Zytokinen. Die Analyse und Dokumentation der
Antigenexpressionsmuster- Veränderungen fand in regelmäßigen Abständen und
durch denselben Untersucher statt.
4.1 Spontane Antigenexpression bei zwei verschieden
Tumorzellklonen
Beide Tumorzellinien zeigen im Verlauf der Messungen sehr verschiedenartige
Expressionsmuster. So werden mit zunehmender Passagenzahl sowohl stärkere
Antigenexpressionen als auch abnehmende Antigenexpression auf der
Tumorzelloberfläche  bei dem selben Zellklon beobachtet. Dieses Phänomen
bezeichnet man als klonale Heterogenität.
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Abb. 2         Frühe Passage des C3H 11F- Klons mit schwacher Antigenexpression
Histogramm- Abzisse: Intensität der jeweiligen Antigen- Expression der jeweils
aufgeführten Marker (CD 122, CD 2, CD 11a, CD 54 sowie H2- Antigen-
Marker)
Histogramm-Ordinate: Anzahl der Antigen- expremierenden Zellen in
logarithmischer Einteilung
Liegt das Maximum der Kurve im Histogramm links der 101- Marke auf der Abzisse,
so ist davon auszugehen, dass diese aus der Autofluoreszenz bzw. der Fluoreszenz
des Zelldetritus resultiert. Die initiale Einstellung der Detektoren der FACScan
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ermöglicht die Interpretation der positiven Antigenexpression ab
Fluoreszenzintensitäten von >101   auf der x- Achse.
In den Messreihen, die unmittelbar dem Auftau- Vorgang der Zellen folgten, zeigte
sich beim C3H 11F- Klon zunächst nur die Expression der H2- Antigene und des
Adhäsionsmoleküls LFA-2 in meßbarer Aktivität.
Über 2-3 Passagen konnte dieses Expressionsmuster weiter beobachtet werden bis
es dann zu deutlicher Antigenexpression der Adhäsionsmoleküle LFA-2, ICAM-1 und
dem IL-2- Rezeptor kommt.
In der Stärke der Antigen- Präsentation dominierten aber stets die beiden H-Antigene
H2Kd und H2Dd, die auch untereinander in ihrem Expressionsmuster korrelierten.
So läßt sich das Neuauftreten von Antigenen auf der initial für die untersuchten
Oberflächenantigene negative Tumorpopulation sehr gut mit einer höheren
Differenzierungsstufe der Population bei fortschreitender Kultivierungsdauer erklären.
Berücksichtigt man aber dabei die Ausbildung neuer Zell- Kumulationen im Dot-Plot
Format, das Aufschluß über die Verteilung der Zellen gemäß ihrer Granularität (SSC)
und Größe (FSC) gibt, stellt sich die Frage, ob unterschiedliche „Zell-Haufen“
(Subpopulationen) auch in ihrer jeweiligen Antigen- Ausprägung differieren.
Abb. 3 Fortgeschrittenere Kulturphasen des C3H 11F- Klons, Spontan-
Expression der Oberflächenantigene
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Die Darstellung der Zellpopulation in der „Dot- Plot“- Perspektive verrät das
Auftreten wenigstens einer Subpopulation, die unten rechts in Abbildung 4.3.
in Erscheinung tritt.
Abb. 4 8. Passage C3H 11F- Klons ; Spontan- Expression in der
Mediumkontrolle
Abzisse: Seitwärtsstreuung der Fluoreszenz in linearer Verstärkung als
Parameter für Granularität der gemessenen Zellen
Ordinate: Vorwärtsstreuung der Fluoreszenz in linearer Verstärkung als
Parameter für die Größe der Zellen
Diese zweidimensionale Diagramm- Darstellung kennzeichnet durch ihre Parameter
FSC (Vorwärts Streuverhalten) und SSC (Seitwärts- Streuverhalten) die Größe und
Granularität der Tumorzellen, die jeweils logarithmisch auf der Abzisse bzw. Ordinate
aufgetragen sind. Damit grenzt sich die untere rechte Zellansammlung durch
größeres Zellvolumen und stärkere Granulation von der weiter links angeordneten
Population ab.
Wird diese Population isoliert auf die Expression der FACScan- analysierten
Oberflächenantigene untersucht, so stellt man zur übrigen Population keine
Unterschiede in der Expressionsstärke fest.
Es wird demnach postuliert, dass eine der beiden Populationen aus der anderen
hervorgegangen ist und sich womöglich noch auf der gleichen Differenzierungsstufe
befindet.Bemerkenswert ist aber dennoch das insgesamt tendentiell sehr starke
Expressionsverhalten der Tumorzellen während dieses Kulturstadiums (8. Passage).
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Abb. 5 Homogene Populationsverteilung in der 10 Passage des C3H 11F- Klons
Legende: siehe oben, Abbildung 4, Seite 51
Schon nach 2 weiteren Passage- Zyklen beobachtete man wieder eine spontane
Rückdifferenzierung der C3H 11F- Zellpopulation (10. Passage, siehe dazu auch
obige Abbildung 5) in allen Oberflächenantigenen. Zu diesem Zeitpunkt erschien
auch das Verteilungsmuster der Zellen im FSC/ SSC Dot- Plot Format deutlich
homogener.
Abb. 6 10. Passage C3H 11F, Mediumkontrolle (Down- Regulation)
Legende: siehe Abb. 2, Seite 49
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Bis auf die noch relativ stark ausgeprägte Expression der H2K- Antigene
beobachtete man bei allen übrigen Antigen- Expressionsmustern eine rückläufige
Bewegung  bis zur 102 – Markierung auf der x- Achse. Diese Down- Regulation der
Antigene fand innerhalb von 2 Passage- Zyklen statt; in der 9. Passage deutete sich
schon in der verminderten Expressionsstärke einzelner Marker diese Tendenz an
(vgl. dazu Tabelle C3H 11F- Mediumkontrolle).
Nach zwei  weiteren Kulturphasen stellten sich die Oberflächenmoleküle des C3H
11F- Klons schon wieder in ähnlicher Intensität dar wie in Passage 8.
Diese über insgesamt 6 Passagezyklen (≅ 6 Wochen Kulturdauer der Zellen)
beobachteten geordneten Up- und Down- Regulationen der Oberflächenantigene der
Tumorzellen konnte man mit geringfügigen Abstufungen in ihrer Ausprägung
während der gesamten Zyklus-/ Messreihendauer der Zellkulturen feststellen.
Eindeutiger wird dieses Verhalten der Tumorzellen, wenn man sein Augenmerk dabei
auf einzelne Antigene konzentriert.
Abb. 7  Vergleich des spontanen Expressionsverhaltens am Beispiel von LFA-2
beim C3F 11F Klon
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Legende: Gate R1: rot (LFA-2 positiven Zellen)
Gate R2: grün (LFA-2 negativen Zellen)
Übertragung der jeweils LFA-2- positiven Zellen aus dem Dot-Plot Diagramm
in Histogramme mit logarithmischer Achsenskalierung
Histogramme kennzeichnen auf der Abzisse die Intensität der LFA-2
Expression. Auf der Ordinate zeigt sich die Zellzahl der positiv detektierten
Zellen.
Anhand dieser am LFA-2 Marker exemplarisch durchgeführten Reihen-
Untersuchung wird deutlich, dass sich aus dem Pool der für LFA-2 negativen
Zellpopulation  (grüne Punkte- Ansammlung im Diagramm) ab und an LFA-2
exprimierende Zellen „herauslösen“.
Diese mit dem LFA-2 Fluoreszenz-Antikörper beladenen Zellen (rote Punkte-
Ansammlung) stellen sich in Passage acht und zwölf im mittleren Bereich auf der
SSC- und der FSC- Skala dar. Diese Meßwerte korrelieren demnach mit einer
mittleren Größe und Granularität der ge- „gateten“ LFA-2 positiven Zellpopulation.
Die für diesen Fluoreszenz- Antikörper negativen Zellen („grüne Punkte“) bilden sich
dagegen in einem Diagramm- Bereich mit deutlich geringerer Vorwärts- und
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Seitwärtsstreuung - also im linken unteren Quadranten – ab; sie sind also von
geringerer Größe und Granularität als die LFA-2 positiven Zellen.
Zusammenfassend läßt sich formulieren, dass die stärker fluoreszierenden Zellen
(für LFA-2 positiv!) zu jedem Meßzeitpunkt in der Verteilung entsprechend ihrer
Größe/ Granularität eine Region im für diese Parameter höheren Bereich einnehmen
als die Fluoreszenz- negativen Zellen.
Einige der negativen Zellen werden bei genauerem Hinsehen allerdings auch durch
LFA-2 positive Zellen (rote Punkte- Ansammlungen) in der Abbildung verdeckt-
weisen dementsprechend also dieselben Granularitäts- und Größenkriterien auf wie
die positiven Pendant- Zellen des Klons.
In Passage 12 fand sich hinsichtlich der LFA-2 Expression die höchste Dichte dieser
Moleküle auf der Tumorzelloberfläche (repräsentiert durch die x- Achse der
Histogramme), allerdings traten sie in geringerer Anzahl (Einheit der y- Achse) auf
als in früheren Passagen.
Tabelle 2: Zusammenstellung der C3H 11F- Antigen- Expression (spontan)
Passagen H2K H2D IL- 2 LFA-2 ICAM-1 LFA- 1
1
3 (+) (+) - (+) - -
4 + + - - - -
6 + +° +/+° +° - +°
8 +++ +++ +++ ++ ++ ++
9 +++ ++° +° ++ + ++
10 ++ + + + + +
12 +++ +++° + +++° + ++°
14 +++ ++ ++ ++/++°
15 ++ ++ + ++/++° + ++
17 ++ + ++ ++° + ++
19 +++ +++ + + ++ ++
26 ++ +++ + ++ ++
27 ++ ++/+° + ++ ++ +
29 ++ ++ ++ + (+) ++
30 ++ - keine weiteren Messungen
34 ++° ++° (+) (+) - +
35 Messung der Mediumkontrolle fehlt
36 (+) +° (+) (+) - +
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Legende: Angabe der Expressionsstärke in (+) bis  +++ für die Oberflächenmarker H2K,
H2D, IL-2, LFA-2, ICAM-1, LFA-1
(+) → sehr schwache Expression des Marker
+  → schwache Expression
++ → Mittelstarke Expression
+++ → sehr starke Expression
+° → Auftreten von Subpopulationen
Die Fähigkeit spontan Oberflächen- Antigene auszubilden war beim M5 2A- Klons
vergleichsweise schwächer ausgeprägt als beim C3H 11F Klon. Allerdings
verzeichnete man hier schon in früheren Kulturphasen eine ausgeprägtere
Expression der beiden H2- Antigene H2Kd und H2Dd.
Zur Darstellung der LFA-1, LFA-2 und IL-2 – Antigene kam es erst zu späteren
Zeitpunkten in der Kultivierung der Tumorzellen. ICAM-1 Antigene konnten
insgesamt nur sehr schwach auf dessen Oberfläche nachgewiesen werden.
Abb. 8  M5 2A- Spontan- Expression frühe Kulturphasen
Abb. 9  M5 2A- Spontan- Expression späte Kulturphasen
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Hinsichtlich der Anzahl der für beide H2- Antigene positiven Zellen des M5 2A Klons
verzeichnete man mit fortschreitender Kulturdauer allgemein eine leichte Zunahme
der Zellen, die diese Marker auf ihrer Oberfläche exprimieren. Ebenso kommt es im
Falle der H2K- Oberflächen-Struktur spontan zu einer Up- Regulation der
Rezeptordichte. Diese verhält sich dagegen in der Expression der H2 D- Moleküle
rückläufig (Down- Regulation).
Viele der  übrigen Oberflächen- Antigene werden spontan kaum oder aber erst sehr
in sehr späten Kulturphasen exprimiert (siehe tabellarische Auflistung des
Expressionmusters; Tabelle 3).
Tabelle 3: M5 2A Expression (spontan)
Passage H2 K H2D
IL- 2
(CD 122)
LFA-2
(CD 2)
ICAM-1
(CD 54)
LFA-1
(CD 11a)
10 + (+) (+) - - (+)
11 (+) + + N i c h t   l e s b a r
17 ++ + + ++° + ++°
18 N i c h t   g u t   l e s b a r
26 ++° + - - - +++
28 + + (+) +° (+) +
30 ++ (+)
Legende: siehe vorherige Tabelle 2, Seite 55
Sowohl in der 15. Passage als auch in Passage 17 kommt es in den Histogrammen
zur Ausbildung von Doppel- Peaks und zwar vor allem im Falle der LFA-1 und der
LFA-2 Antigen-Expression. Diese beiden Maxima eines Histogrammes deuten auf
das Vorkommen zweier verschiedener Populationen, die jeweils Träger einer
unterschiedlichen Anzahl von Antigen- Rezeptoren sind, hin.
Kennzeichnet man diese beiden Populationen separat durch „gates“ im Histogramm,
so lassen sich durch Übertragung („reverse gating“) dieser markierten Regionen ins
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Dot-Plot- Format Rückschlüsse auf deren Größe und Ganularität durch ihre definierte
Vorwärts- und Seitwärtsstreuung ziehen.
Abb. 10 Dot- Plot- Diagramm und „gates“ beim M5 2A Klon 17. Passage M5 2A-
Klon („gates“ von LFA-1 und LFA-2 )
Es stellte sich heraus, dass die Zellen der zweiten Peaks in den Histogrammen
sowohl für LFA-1 als auch für LFA-2 positiv waren und als eine Punkte- Ansammlung
etwa im mittleren Meßbereich der SSC- und FSC- Größen auftauchten (grüne
Population in Abbildung 10).
Abb. 11  Darstellung von Sub-Populationen (als „gates“) der LFA-1 und LFA-2
positiven Zellen des M5 2A- Klons in der 17. Passage
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Generell ließ sich bei der Spontan- Expression der Oberflächenmarker des M5 2A-
Klons eine parallel verlaufende Entwicklung der Expression der LFA-1 und LFA-2 –
Moleküle beobachten.
Verglichen mit der Referenz- Autofluoreszenzmessung, bildet der Anteil der Kurve
vor dem zweiten Maximum (etwa bis kurz nach der 102 - Marke ) die negativen Zellen
ab. Erst der zweite Histogrammgipfel spiegelt die Zellpopulation mit LFA-1 Antigenen
auf ihrer Oberfläche wider.
Diese mehrgipfligen Histogramme verraten also etwas über die Zusammensetzung
der gemessenen Gesamt- Zellpopulation des M5 2A- Klons aus mehreren
Subpopulationen mit unterschiedlicher Oberflächenstruktur. Aber auch beim M5 2A-
Klon verlieren sich diese typischen „Doppel- Peak“- Bilder in den Histogrammen
wieder bei längerer Kultivierung der Zellen; können aber auch jederzeit wieder neu
auftreten (siehe auch LFA-1- Expression 11. Passage und 13. Passage).
Im Fall des M5 2A Tumorzellklons beobachtete man allerdings niemals das Auftreten
von Doppel- Peaks bei ICAM-1 oder IL-2 exprimierenden Zellen. Lediglich aus dem
Pool der LFA- und H2- Antigen-positiven Zellen löste sich in einigen
(obengenannten) Passagen im Rahmen einer Weiter- Differenzierung eine Marker-
positive Subpopulation heraus.
Jedoch scheinen das Auftreten von Doppel- Peaks in den Histogrammen und die
offensichtliche Subpopulationsbildung anhand von Zellkumulationen im SSC /FSC-
Dot- Plot- Format nicht unbedingt zu korrelieren.
4.2 Beobachtungen zur Veränderung der Antigen- Expression unter
Zytokin- Exposition der Zellkulturen
Um wirklich nur den Einfluß des jeweiligen Zytokins auf die Tumorzellpopulation
beurteilen zu können, wurde jeweils diegleiche Meßreihe mit einer unbehandelten
Zellkultur- der Mediumkontrolle- durchgeführt. Alle weiteren Einflußgrößen wie zum
Beispiel Bebrütungsdauer- und Temperatur, sind beibehalten worden (siehe dazu
auch Material und Methoden- Teil). Selbstverständlich sind untereinander auch nur
Vergleiche innerhalb derselben Passagen- Anzahl angestellt worden.
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Tabelle 4: C3H 11F mit Interferon
Passage H2 K H2D IL-2(CD 122)
LFA-2
(CD 2)
ICAM-1
(CD 54)
LFA-1
(CD 11a)
17 +++! +++ + + - ++
29 +++! +++ ++ - - (+)
30 +++ + keine weiteren Messungen
33 +++ +++ (+) - - (+)
35 +++ +++ - - - +
36 +++ +++° nicht
verwertbar - - (+)
Unter Inkubation der Zellkulturen mit Interferon γ fällt erwartungsgemäß zunächst
die deutliche Zunahme der H2- Antigenexpression ins Auge. Dabei präsentierten sich
die H 2K- Antigene des MHC Klasse I Komplexes in stärkerer Intensität als die H2D –
Antigene.
Desweiteren kam es noch zu verhältnismäßig schwacher Ausprägung der IL-2 und
LFA–1 Moleküle auf der Zelloberfläche. Entgegen früherer Beobachtungen, in denen
es ebenso zur Ausbildung der ICAM-1 Antigene kam, konnten diese in den
Messreihen beim C3H 11F- Klon nicht nachgewiesen werden.
Auch das Auftreten von sogenannten Doppel-Peaks war längst nicht so häufig
anzutreffen wie unter den Messungen der spontanen Expression der Tumorzellen in
der Mediumkontrolle. Demnach scheint die Induktion der Subpopulationsbildung bei
den Tumorzellen nicht von der Exposition mit Interferon abzuhängen.
Die Inkubation der Zellkulturen mit GM-CSF provozierte in der Oberflächenstruktur
eine Down- Regulation nahezu aller beobachteter Antigene. Diese verminderte
Expression der Oberflächenmoleküle fand sogar mit einer gewissen Regelmäßigkeit
statt; so verzeichnete man sowohl bei den H2- Antigenen als auch bei den
Adhäsionsmolekülen eine rückläufige Expressionsintensität von ziemlich genau einer
„Parameter- Einheit“(also z. B. von +++ bei der H2K Expression auf ++).
Auf die Ausbildung von Subpopulationen, die aufgrund zweigipfliger Histogramm-
Kurven auffallen, nahm GM-SCF auch keinen Einfluß.
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Allerdings deutete sich bei den GM-SCF exponierten Zellen des M5 2A- Klons eine
ungerichtetere Up- und Down- Regulation der Antigene an als beim C3H 11F Klon.
Interleukin-2 und auch SCF bewirkten keine nennenswerten meßbaren
Veränderungen in der Oberflächenstruktur der Tumorzellen der Klone M5 2A und
C3H 11F.
Abb. 12  M5 2A Klon unter Interferon γ - Exposition, 17. Passage
Legende: Ordinate: Zellzahl mit positiver Antigenexpression
Abzisse: Intensität der Antigenexpression
Rote Punktansammlung: LFA-2 positiv
Schwarze+graue Punkteansammlungen: LFA-2 negativ
Im rechten Dot- Plot- Diagramm der obigen Abbildung läßt sich deutlich die LFA-2
Rezeptor tragende Subpopulation (rot markiert) von der Gesamtpopulation
abgrenzen.
In ihren Eigenschaften, die die Vorwärts- und Seitwärtsstreuung in der
Durchflußzytometrie beeinflussen- also Granularität und Größe- unterscheidet sie
sich nicht wesentlich von der Gesamtpopulation des Interferon γ- behandelten M5
2A- Klons. Sowohl hinsichtlich ihrer Größe als auch ihrer Granularität bildet sie sich
im mittleren Bereich dieser beiden Parameter im Dot- Plot ab.
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Auch innerhalb der Population der LFA-2 nicht-exprimierenden Tumorzellen gibt es
zum Zeitpunkt der Messung erste Anzeichen für Zellen, die aus diesem Zellverband
lösen und mit der Ausbildung weniger LFA-2- Rezeptoren beginnen (graue
Zellpopulation in Gate 3). Im Histogramm zeigt sich diese Tendenz in größer
werdenden X- Werten auf der Abzisse.
Womöglich hat man während der Messung zu diesem Zeitpunkt genau ein Stadium
im gesteuerten Differenzierungsablauf des Klons aufgegriffen, in dem sich die Zellen
bezüglich der LFA-2- Expression gerade auf drei unterschiedlichen
Differenzierungssstufen befinden. Obwohl dieser Differenzierungsvorgang
stufenweise und geordnet verläuft, läßt sich trotzdem nicht der Zeitpunkt
vorausbestimmen, an dem sich die Zelle mit einem bestimmten Oberflächen- Muster
präsentiert.
Demnach sind das Entstehen und Verschwinden der untersuchten
Oberflächenmarker Zeichen einer Up- Regulation der Differenzierungstufen der
Zellen, wobei jeder Zellklon diese Differenzierungsgrade zu unterschiedlichen
Zeitpunkten erreicht.
Während der gesamten Kultur- Dauer scheint es daneben Zellen zu geben, die als
eine Art „Reserve- Pool“ existieren und bisweilen Zellen aus ihrem „Kontingent“
freigeben, damit diese zur weiteren Differenzierung zur Verfügung stehen. Zellen
dieses „Reserve- Pools“ sind für alle untersuchten Antigene der Tumoroberfläche
während der Kulturzeit negativ; sie stellen sich deshalb im linken unteren Quadranten
als kleine, wenig granulierte Zellen im Dot- Plot- Format der FACS- Analyse dar.
Desweiteren stieß man auf eine Gruppe von Zellen innerhalb der
Tumorzellpopulation, die einer konstanten Antigen- Präsentation unterlagen und
nicht den Veränderungen durch Up- und Down- Regulation der Rezeptordichte
unterworfen waren. Diese Zellgruppe fungiert als „Ruhe- Pool“ innerhalb der
Gesamtpopulation.
Es ist durchaus möglich, dass als Einflußgröße zur Initialisierung dieses
Differenzierungsprogramms in erster Linie die „Tumor- Umwelt“- das Environment - in
Frage kommt.
Auf dieser Vermutung basiert auch die Versuchsanordung der Meßreihen unter
Exposition der Tumorzellklone mit Zytokinen. Diese werden nämlich unter in vivo-
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Bedingungen durch immunkompetente Zellen des Wirts zur Verfügung gestellt und
nehmen an den Wechselwirkungen zwischen Tumor und Wirt teil.
Diese gegenseitige Beziehung findet auf verschiedenen Ebenen statt, der intensivste
Kontakt besteht aber auf zellulärer Ebene an der Tumorfront, an der sich
Tumorzellverbände und nicht- tumoröses Gewebe gegenüberstehen. Gleichzeitig
müssen invasive Karzinomzellen in der Lage sein, sich in der Extrazellulärmatrix zu
verankern, um ihr Überleben außerhalb des Epithelverbandes zu sichern. Diese
„aggressive Invasion“ ist eine wesentliche Eigenschaft von Karzinomen
4.3 Apoptoseverhalten der Tumorzellen zum Zeitpunkt
unterschiedlicher Differenzierungssstufen
Abb. 13 Gegenüberstellung der Annexin- Expression über mehrere Passagen
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Legende: rot: Annexin V- positive Zellen
grün: Annexin V- negative Zellen
Histogramm- Abzisse: Intensität der Annexin- Expression
Histogramm- Ordinate: Zellzahl der Annexin-pos. Zellen
Diese Abbildung bietet eine Zusammenstellung des Apoptoseverhaltens des C3H
11F- Tumorzellklons zu unterschiedlichen Zeitpunkten während der Kultivierung der
Zellen.
Die Dot- Plot- Diagramme veranschaulichen deren Verteilung gemäß der Zellgröße
und -granularität im FSC/ SSC- Graphikformat. Dabei werden Annexin V positive
Zellen durch rote Punktegruppen vertreten, die für den Annexin V- Test negativen
Zellpopulationen stellen sich hier grün dar.
In den Histogrammen findet sich auf der Abzisse der Dichtegrad der Zellen, die
Phophatidylserin- Reste auf ihrer Oberfläche präsentieren (an welche Annexin V
spezifisch bindet);
die Ordinate zeigt wie schon zuvor die Anzahl der für dieses Merkmal positiven
Zellen auf.
Das mit Fluorescein konjugierte Antikoagulans im Annexin- Test dient der Detektion
von Phosphatidylserin auf der Außenseite von Membranen apoptotischer Zellen.
Annexin ist ein Ca2+- abhängiges Protein und zeigt eine hohe Spezifität für die PS-
reste an den Tumorzellen.
67
Der Verlust der physiologischen Phopholipid- Asymmetrie in frühen Phasen der
Apoptose führt zu einer Exposition der Phophatidylserine (PS) an die Außenseite der
Plasmamembran, diese negativ geladene Phopholipide binden anschließend über
eine Calciumbrücke das Antikoagulans Annexin.
In vivo deuten Makrophagen diese Phosphatidylserine an Lymphozyten als ein
Signal zur Phagozytose der „apoptotic bodies“. Dieser Mechanismus schützt den
Körper vor den intrazellulären Enzymen der im Apoptose-Prozess befindlichen
Zellen, da diese bei ihrer Freisetzung als Entzündungsreize fungieren können.
Entscheidend für die Aussagekraft eines Annexin- Tests ist eine Differenzierung
zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen.
Durch Nekrose verliert eine Zelle ihre membranale Integrität – es kommt ebenso zur
Translokation von PS, die dann im Test auch durch FITC- konjugiertes Annexin V als
positiv erfaßt werden. Ein mögliches Unterscheidungsmerkmal der nekrotischen
Zellen bietet die Anfärbung der durch die Permeabilisierung der Zellwand
zugänglichen DNA der toten Zellen. Im Annexin- Test geschieht das mit
Propidiumjodid (PI)- konjugierten Antikörpern.
Als Positiv- Kontrolle des Annexin V- Tests diente während der Versuchsreihe der
Unterwasserfarbstoff Campothecin (in einer Konzentration von 8 µg/ ml Zellen), der
nachweislich Apoptose in Zellkulturen nach definierter Inkubationszeit von 24
Stunden unter CO 2 -Brutschrank- Bedingungen induziert.
Der Grad der Veränderung der Zellmembran- Permeabilität variiert mit dem
Apoptose- Stadium, dem Zelltyp und auch der Art und Weise der Apoptose-
Induktion.
Als Analyseverfahren der Apoptose bietet die Durchflußzytometrie als solche
entscheidende Vorteile gegenüber alternativen Methoden ( Analyse der Zell-
morphologie, etc.) in der Zellnekrobiologie:
einerseits erlaubt dieses Verfahren die Quantifizierung der apoptotischen Zellen, die
inzwischen sogar schon in der klinischen Onkologie zur Anwendung kommt,
andererseits ist die Durchflußzytometrie als eine schnelle , objektive und sehr
sensitive Methode bekannt.
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So ist der durch eine bestimmte Methode ermittelte Prozentsatz von Zellen einer
Population nicht als „echter“ Meßwert der Apoptoserate zu bezeichnen- vielmehr darf
er lediglich als „Schätzwert“ angenommen werden; da z. B. auch das Zeitfenster, in
dem Apoptose erfaßt werden kann, sehr variabel sein kann.
So ist das Fehlen von Beweisen für Apoptose nicht der Beweis für fehlende
Apoptose!  Zellen können auch ohne meßbare Zeichen des programmierten
Zelltodes zugrunde gehen.
Zellen in einem sehr fortgeschrittenen Apoptose- Stadium können nekrotischen
Zellen derart ähneln, dass man den Begriff apoptotische Nekrose diskutierte, um eine
Definition dieser späten Apoptose- Phase zu finden. In diesem Fall stößt auch der
Annexin V- Test an seine Grenzen, er kann hier Apoptose nicht mehr klar
identifizieren. Lediglich die DNA Fragmentation durch eine DNA Gel-Elektrophorese
mit anschließender zellulärer DNA – Analyse könnte hier weiterhelfen [Drazynkiewicz
et al.,1997]
Abbildung 14 gibt Aufschluß über das Apoptoseverhalten des C3H 11F- Klons an-
hand einer durchflußzytometrischen Analyse des Annexin V- Tests. Zu genau sechs
verschiedenen Zeitpunkten während der Kulturdauer des Tumorzellklons erhielt man
unter Verwendung des Annexin V- Testkits Informationen über die Apoptoserate
dieser Tumorzellen. (Parallel traf man Aussagen über die Nekrosetendenz der
Tumorzellen durch einen Versuchsansatz mit Propidiumjodid.)
Die Punkteverteilungen im Dot – Plot- Format kennzeichnen zum einen die Popula-
tionsstruktur der Zellen zu den unterschiedlichen Meßzeitpunkten; zum anderen
informieren sie gleichzeitig über die Anordnung der Annexin- positiven Zellen inner-
halb ihrer Population.
Abb. 14 Apoptose im Annexin V- Test vs Nekrose beim C3H 11F- Klon zu
Passage- Zeitpunkten (Passagen 1, 2, 4, 9, 19, 29 )
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Legende: Abzisse: Annexin V → Apoptose- positive Zellen
Ordinate: Propidiumjodid → Nekrotische Zellen
„schwarz“: Apoptose- negative Zellen in Kultur
„rot“: Apoptose- positive Zellen in Kultur
Abb. 15  Gegenüberstellung der Apoptoserate vs Nekroserate
a) b) c)
d) e) f)
Legende: Darstellung der Apoptoserate in bezug zur Nekroserate des C3H 11F- Klons
im Dot-Plot- Format
ad a) Quantifizierung der apoptotischen Zellen (~53%) im Vergleich zur
Anzahl der nekrotischen Zellen (~38%)
ad b) Apoptose: ~96%
ad c) Apoptose: ~63% ⇔ Nekrose: ~23%
ad d) Apoptose: ~26% ⇔ Nekrose: ~55%
ad e) Apoptose: ~57% ⇔ Nekrose: ~29%
ad f) Apoptose: ~7% ⇔ Nekrose: ~22%
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Die vertikale Quadranten-Einteilung (ab 101 auf der Abzisse) berücksichtigt die
Streuung durch Zelldetritus.
Im rechten unteren Quadranten befinden sich Zellen mit positiver Annexin- Marker-
Expression (Angabe in %); der obere rechte Quadrant zeigt Zellen die sowohl auf die
Konjugation mit Annexin als auch mit Propidiumjodid positiv reagieren. In diesem Fall
trifft man auf ein Zwischenstadium im Übergang aus dem apoptotischen Zustand in
den der Nekrose.
Tabelle 5: Darstellung der Dot- Plot- Diagramme in tabellarischer Form
Passagen 1 2 4 9 19 29
Apoptose-
Rate 52,9 96,3 62,1 25,9 56,7 7,2
Nekrose-
Rate 38,1 ~ 0 23,6 54,5 28,5 21,6
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5 DISKUSSION
Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die differenzierte Untersuchung der Apoptose- und
Nekrose- Tendenz von unterschiedlichen Subpopulationen der Mäusetumoren MC5
und MC6, sowie der Einfluß von diversen Zytokinen auf die Induktion des
programmierten Zelltodes im Vergleich zur spontanen Apoptoserate.
Eine wichtige Rolle übernahm zusätzlich, wie schon vorangegangene Studien
zeigten, die klonale Heterogenität von Tumoren, die sich im Wachstumsverlauf über
mehrere Passagezyklen in typischen Antigenexpressionsmustern ausdrückte. Dabei
ermöglichte die parallele Kultivierung von Tumorzellen mit und ohne Zusatz von
Zytokinen die Interpretation ihrer jeweiligen Auswirkungen auf das Differenzierungs-
verhalten und damit auch der möglichen Induktion von Apoptose.
Es gibt verschiedene Verfahren, um Aussagen über die Oberflächenmolekülstruktur
von Zellen zu treffen, wobei die meist verwendete Methode (und deshalb auch das
am häufigsten zitierte Verfahren) sicher die immunhistochemische Färbung von
Zellpräparaten darstellt. Die Durchflusszytomrtrie (FACScan- Analyse) scheint
dagegen  das akkurateste und verlässlichste Messverfahren zu sein. Ganz
besonders im Hinblick auf die Auswertung der HLA- Expression auf Tumorzellen
bietet sie eine sensitivere Analysemöglichkeit als immunhistochemische
Untersuchungen [Diederichsen et al.1998]. Die Anwendung der Durchflusszytometrie
ermöglichte die Untersuchung der Zelloberflächen auf ausgewählte
Expressionsmarker (darunter waren H2-Antigene und Adhäsionsmolekül-
Rezeptoren). Über insgesamt 30 Passagezyklen fanden bei zwei verschiedenen
Tumorzellinien diese Oberflächenanalysen statt, gleichzeitig konnte parallel die
Apoptoserate zu Zeitpunkten der verschiedenen Tumorwachstumsphasen und auf
unterschiedlichen Differenzierungsstufen beobachtet werden.
Dabei zeigten sich deutliche Diskrepanzen im Differenzierungsverhalten und auch
hinsichtlich der Apoptoserate innerhalb der verschiedenen Subpopulationen einer
Tumorzellinie.
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5.1 Zellheterogenität
Im Rahmen der Tumor- Transplantationen zeigte der BALB- Tumor, der auf C3H
wächst, hochmaligne Wachstumscharakteristika im Gegensatz zur
Rücktransplantation auf die BALB/c Ursprungslinie. Der letztgenannte Tumor
differenziert früh und zeigt in vivo Insignien eines wenig malignen Wachstums.
Indem die neoplastischen BALB/c- Zellen wieder auf eine C3H- Mäuselinie
transplantiert werden, erhält man erneut einen hochmaligne wachsenden Tumor.
Durch diese in vivo Passagezyklen „züchtet“ man praktisch Tumorzellen, die
„differenzierungsresistent“ erscheinen und durch hochmalignes Wachstum
imponieren. Zellen mit diesen Eigenschaften schaffen es, die MHC-Barriere zu
überbrücken, indem sie sich der Kontrolle der Allotransplantat-Abwehr entziehen: sie
exprimieren keine H2- Antigene, erscheinen in der durchfußzytometrischen Messung
als „Null“- Zellen (silent cells).
Andererseits ergeben sich auf BALB/c Zellpopulationen, die bei längerem Wachstum
(das entspricht etwa einer Kultivierungsdauer von 9 Passagen) durch eine
unterschiedlich stark ausgeprägte Antigenexpression auffallen. Dieses Phänomen
entspricht der physiologischen Differenzierung von Zellen in Gewebekulturen, die
unter dem Einfluß von Umgebungsfaktoren zustande kommt. Im Rahmen dieser
Studie eigneten sich vor allem die schnell proliferierenden Tumoren MC5 und MC6
für weiterführende Untersuchungen auf Oberflächenexpression und Apoptose-
Tendenzen.
Die Betrachtung des Differenzierungsvorganges schloß die Untersuchung der H-2
Antigenexpression und die der Expression von Oberflächenmolekülen wie z.B. dem
IL-2 –Rezeptor, ICAM1 , LFA-1 und LFA-2 ein. Diese Membranmarker wurden zum
einen in reinem Kulturmedium (mit FKS) als Kontrolle bestimmt, zum anderen
konnten unter dem Einfluss von Zytokinen Veränderungen des
Expressionsverhaltens dieser Marker ermittelt werden. Zu den verwendeten
Zytokinen zählen Interferon γ, Interleukin-2, Stammzellfactor (SCF), GM-CSF und
TNF-α, wobei die Anwesenheit von IL-2 und TNF-α keine wesentlichen Unterschiede
zur Kontroll-Mediumkultur erbrachte. Eindeutige Veränderungen der
Expressionstendenz wurden vor allem durch die Zugabe von Interferon γ zur
Tumorzellkultur induziert, diese sind im Sinne einer schon vormals häufig
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beobachteten Aufwärtsregulation der MHC- Klasse I Moleküle und des ICAM 1
Marker aufgetreten [Luboldt, et al., 1996]. Die beiden LFA-1 und LFA-2
Adhäsionsmarker zeigten ebenfalls eine etwas stärker ausgeprägte Expression,
außerdem kam es während fortschreitender Passagedauer zu einem Verlust der
Doppelpeak- Charakters in der Histogramm- Darstellung, der auf eine veränderte
Aufteilung der Gesamtpopulation hindeutet.
Der Verlust von MHC- Molekülen bei verschiedenen Tumoren wurde schon häufig
diskutiert und oftmals in Zusammenhang mit der Metastasierungs-, Rezidivtendenz
und der Effizienz der T-Zell- basierten Immunkontrolle von Tumoren gebracht
[Dermine S. et al,1997]. So nimmt man als einen der diskutierten möglichen
Mechanismen des MHC- Molekül- Verlustes die Gen- Konversion mit stillen Klasse I
Genen an, wodurch bei Transkription dieser Gene die normale Expression von MHC
I Genen ersetzt wird. Defekte in der Genregulation modulieren demnach die
Ansprechbarkeit von Tumorzellen auf Lyse durch zytotoxische T- Zellen (CTLs) oder
NK- Zellen. Diese „Immun-Selektion“ könnte für die rasche Tumor- Progression mit
einhergehender schlechter Prognose einen Erklärungsansatz liefern [Hicklin DJ, et
al.,1999] Das Ausschalten der H-2 basierten Immunabwehr soll offensichtlich dem
Tumor einen Selektionsvorteil bieten.
Es ist daher eines der Ziele der Tumorforschung, die vollständige Differenzierung mit
normaler Apoptoserate zu erreichen, ähnlich wie sie über die physiologischerweise
induzierte Differenzierung erzielt werden kann. Versuche zu diesem Ideenansatz sind
beispielsweise der Gentransfer von Zytokin- produzierenden Vektoren (Transfektion),
wodurch Differenzierung (Antigenexpression) und Apoptose induziert werden sollen.
Noch sind sämtliche Hoffnungen auf Krebs-Heilung durch Immunotherapie weit von
ihrer Realisierung entfernt, lediglich in der Melanomtherapie hat man schon einige
Vorstöße in diese Richtung gewagt! Dabei versuchte man meist durch die Applikation
hoher Interferon γ Dosen einen Erfolg hinsichtlich der Effizienz des Immunsystems zu
erzielen. Weiterhin beobachtete man durch die Co-Applikation von TNF-α und
Interferon γ sowohl einen Rückgang der Integrin αVβ3- Aktivierung als auch eine
verminderte Tumorvaskularisierung [Lejeune FJ, 2002].
74
Doch selbst die ungewöhnlich hohe Konzentration von in der Zellkultur
angereicherten Zytokinen, wie man sie komplikationslos in vitro verwenden kann,
vermag nicht, die Tumorzellen als Gesamtpopulation zur vollständigen
Ausdifferenzierung zu bringen.
Man beobachtete im Verlauf über mehrere Passagen der Zellkulturen in den
Versuchen ein an sich stereotypes Differenzierungsverhalten, das ungerichtete
Mutationen als Hintergrund der zunehmenden Oberfächendifferenzierung
weitgehend ausschließt. Als Gesamtpopulation macht jedoch die Vielfalt der
Differenzierungsstadien, d.h. die ausgesprochene Heterogenität des aktuellen
Tumorphänotyps ein Unterbinden seiner Proliferation durch physiologische Apoptose
oder Nekrose nicht möglich.
Die Oberflächenmolekül- Analyse von Tumorzellen im kurzen zeitlichen Intervall auf
die in vivo Passagen folgend, zeigte eine initial stark ausgeprägte Expression der H-2
Antigene, die mit fortschreitender Kultivierungsdauer wieder rückläufig wurde. Die
wechselnden Expressionsmuster der Marker innerhalb beider untersuchten Klone
(C3H 11F und M5 2A) sind im Sinne verschiedener Differenzierungsstadien zu
interpretieren. Dabei kann es im Verlauf der Wachstumsprogression sowohl zu einer
fortschreitenden Differenzierung im Sinne einer „Höherdifferenzierung“ (Up-
Regulation) als auch retrograd zu einer „Rückdifferenzierung“ (Downregulation) der
Oberflächenmoleküle innerhalb derselben Subpopulation kommen.
Abb. 16 Spontan- Expression des C3H11F- Klons (8. Passage) am Beispiel der H-2-
Antigene
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Abb. 17 Spontan- Expression 10. Passage C3H 11F-Klon; „Downregulation“ am
Beispiel der H-2- Antigene
Legende: siehe Abb. 2
Dieses Phänomen wurde schon verschiedentlich beobachtet, so kam es bei der
Kultivierung von Tumorzellen innerhalb einer Fraktion zum völligen Verlust der HLA-
Merkmale, während eine andere Zellpopulation weiterhin mit „normalem“
Oberflächen- Phänotyp parallel bestehen blieb [Rosendahl et al, 1998].
Aufgrund der schon erwähnten Tumorheterogenität befinden sich immer nur gewisse
Anteile einer Population auf derselben Differenzierungsstufe, so existieren in einer
Population verschiedene Abstufungen des Differenzierungsstatus. Ein Teil der Zellen
übernimmt wahrscheinlich sogar die Rolle eines Regenerationspools, aus welchem
stets neue Zellen rekrutiert werden können.
Zellen auf höheren Differenzierungsstufen (nach etwa 9 Passagezyklen) wiesen in
den Messungen dieser Arbeit sowohl in der Mediumkontrolle als auch unter
Zytokinzusatz die höchsten Apoptoseraten auf. Aber auch unter den differenzierten
Zellen zeigten sich in den Messungen Apoptose-negative Zellanteile, so dass man
nicht annehmen kann, dass eine Höherdifferenzierung zwangsläufig mit
nachfolgender Nekrose abgeschlossen wird.
Vor allem aber scheint der Regenerationspool aus intermediären stammzellartigen
Zellen (silent cells) als Quelle zum Ersatz der apoptotischen Tumorzellen zu dienen.
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Abb. 18 Apoptoseverhalten des C3H 11F Klons
ohne Zusatz vonZytokinen (19 Passage)
a) b)
Legende: ad a) grüne Punkteansammlung: Annexin-negative Zellen
rote Annexin-positive Zellen
ad b) Darstellung der ausschließlich Annexin-positiven Zellen/ Histogramm
Abb. 19 Apoptoseverhalten des C3H 11F Klons
ohne Zusatz von Zytokinen (29 Passage)
a) b)
Legende: ad a) siehe Legende zu Abb 18
ad b) Darstellung der gesamten Population der 29. Passage im Histogramm
In dieser vorangehenden Abbildung 19 erweist es sich als sehr deutlich, dass sich
auch bei zunehmender Differenzierung die Apoptoserate dazu umgkehrt proportional
verhalten kann!
Der in den Versuchen beobachtete Rückgang der höher differenzierten Zellen in
Passagen > 9 läßt sich zum einen mit einer natürlichen Reduktion durch stärker
77
ausgeprägte Apoptose bei höherdifferenzierten Zellen erklären, zum anderen bietet
sicher auch die Existenz eines Regenrationspools mit „dormant cells“ einen
Erklärungsansatz für das Fehlen der vormals vorhandenen ausdifferenzierten Zellen.
Im Vorliegenden Falle mag dies deutlich machen, warum es nie zu einer wirklichen
Ausheilung (Differenzierung + Apoptose) der Tumoren kommen kann: „dormant cells“
sind stets existent, wenn auch nicht durch ihre HLA- Oberflächenantigene
nachweisbar und daher immer in der Lage, erneut Tumorzellen „auszuschütten“.
Es gibt ferner Erklärungsansätze, die von einer zunehmenden Stimulation des
Immunsystems, insbesondere der MHC- Klasse I- spezifischen CTLs ausgehen,
wodurch es zu einem Rückgang der speziell MHC- Klasse I Antigen-tragenden
Tumorzellen kommt [Restifo et al.1996].
5.2 Umgebungseinflüsse
Ebenso passen sich auch funktionelle Unterschiede bei Zellen der unterschiedlichen
lokalen Verteilung im Gewebeverband an [Stanley E et al,1999]; schnell
proliferierende Zellen findet man oft in Gefäßnähe, langsam wachsende Zellen sind
mehr in oberflächlichen Geweberegionen anzutreffen. Ein neoplastisches
Geschehen ist ein dynamischer komplexer Prozeß, der aus zahlreichen molekularen
Veränderungen der einzelnen Tumorzelle resultiert. Dazu zählen Einflüsse durch die
Interaktion zwischen Wirt und dem Tumorgeschehen sowie natürlich auch die schon
oben beschriebene Rolle der sich spontan entwickelnden intratumoralen
Zellheterogenität [Garrido F et al,1993]. Diese Eigenschaften verhelfen dem Tumor
zur Maximierung seines Wachstumspotentials und zum eventuellen Entkommen vor
Immunkontrollen und Therapiemaßnahmen.
Adhäsionsmoleküle führen zu verbesserter Wechselwirkung der Tumorzellen mit
ihrer Umwelt und steigern zusammen mit Chemokinen die Entzündungsreaktion am
Ort. Diese aktiviert wiederum Endothelzellen und Makrophagen und fördert zudem
die Produktion von Stickstoffmonoxid, das toxisch wirkt und natürlicherweise
Apoptose einleitet.
Es wurde ebenso gezeigt, dass spontane neoplastische Transformationen von Zellen
in Kulturmedien als eine adaptive Antwort auf die Umweltverhältnisse und
physiologische Zwänge wie Kontakt- Inhibition oder auch Veränderungen z.B. in der
Kälberserum- Konzentration anzusehen sind [Rubin H; 1993]. Solche Faktoren
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modifizieren auch das physiologische Differenzierungsverhalten von normalen und
neoplastischen Zellen.
Es ist seit geraumer Zeit bekannt, dass eine „Up-Regulation“ von entsprechenden
Adhäsionsmolekülen zu einer verbesserten Wechselwirkung der Tumorzellen mit
ihrer Umgebung und zur gesteigerten Neoangiogenese führen. Außerdem induzieren
Zytokine und Chemokine noch eine verstärkte Entzündungsreaktion am Ort. Solche
Interaktionen zwischen metastasierenden Tumorzellen und dem Wirtsorganismus
bestimmen letztendlich die Konsequenz der Metasierung: ihre Invasivität, die
Eradikation von Tumorzellen oder aber die weitere Progredienz des neoplastischen
Geschehens [Umansky V, et al, 1996].
Andererseits können aktiviertes Endothel und Makrophagen durch die Produktion
von zytostatisch wirksamen Stickstoffmonoxid (NO) die Metastasierungstendenz
eindämmen und somit anti- neoplastisch wirksam werden. Man beobachtete im
Zusammenhang mit dem Nachlassen der NO- Produktion eine Koinzidenz einer
erneuten Tumorexpansion und die verstärkte Einleitung des programmierten
Zelltodes bei Tumorzellen.
Diese zellulären Mechanismen mögen Aufschlüsse über weitere Thearpieansätze in
der Onkologie geben, sowie in Aussicht stellen, die individuelle Prognose des
Patienten bestimmen zu können.
5.3. Neue Horizonte in der Tumortherapie
Hoffnungen, dass durch gentherapeutische Ansätze Tumoren zur Ausheilung
kommen können, sind immer noch weit von ihrer Realisierung entfernt.
Doch gibt es auf immunologischer Seite inzwischen Konzepte, die den Weg zu in
vivo Studien bereits eingeschlagen haben. Dabei wird sich das körpereigene
Immunsystem zunutze gemacht, es wird zur Abwehr gegen Tumoren eingesetzt. Der
Bereich um die Immuntherapie des  malignen Melanoms spielt immer noch eine
Prototyp- Rolle. In der Vergangenheit sind bereits verschiedene Tumorantigene
identifiziert worden, die die weiteren Fortschritte der Immuntherapie besonders in der
Entwicklung potenter Vakzinen erleichtern sollen.
Nestle et al (1998) zeigten in einer klinischen Pilotstudie durch die Induktion einer
Antigen-spezifischen Immunantwort eine Strategie mit dem Ziel einer
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Melanomeradikation. Mittels dentritischer antigenpräsentierender Zellen sollte dabei
eine T- Zell- Antwort mit dem Ziel Melanom- Tumorantigene provoziert werden.
Das klinische und immunologische Monitoring wies in der Studie bei 16 Patienten mit
fortgeschrittenem malignen Melanom partielle Regressionen und eine rückläufige
Tendenz bezüglich der Ausprägung der Metastasen auf [Nestle FO et al; 1998]
Inwieweit solche Vorgehensweisen allgemein anwendbare Konzepte darstellen
können, bleibt jedoch vorerst zweifelhaft. Die große Klippe solcher Strtegien bleibt
die intertumorale, ja schon intratumorale Zellheterogenität, die in oift sehr kurzer Zeit
jeden Ansatz an einer „tumorspezifischen“ Stoffwechselleistung oder
Antigenexpression zunichte macht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass schon ohne Auftreten von Spät-Mutationen (genetische
Destabilisierung), angefangen mit „silent cells“ (ohne MHC und andere
Membranmoleküle) bis zu weit differenzierten und apoptotischen Zellen eine breite
Palette von Zelltypen in den beiden untersuchten Tumoren gleichzeitig vorliegt.
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6 Zusammenfassung
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf dem Hintergrund der Heterogenität von
Subpopulationen (Klonen) zweier Mäusetumoren (MC5 und MC6)  Zusammenhänge
zwischen Differenzierungstendenz und Zelltod (Apoptose) herzustellen. Die Aktualität
dieser Fragestellung ergibt sich aus Strategien durch geeignete Umgebungsfaktoren,
in erster Linie Zytokine, maligne Zellen zu „normaler“ Differenzierung und Zelltod zu
bringen.
Zu diesem Zweck wurden 2 Mäusetumoren untersucht, die über mehrere in vivo
Passagen die Allotransplantatbarriere überwanden und keine H-2- Antigene auf ihrer
Oberfläche trugen.
Nach Zugabe von Zytokinen (GM-CSF, SCF, Interferon γ, TNF-α, Interleukin-2)
wurden diese Mäusezelllinien über bis zu 50 Passagezyklen in vitro kultiviert.
In den Analysen mit dem FACScan- Gerät zeigten sich zu definierten
Passagezeitpunkten der Kulturen unterschiedliche Differenzierungsmuster der
Tumorzellklone.
Diese korrelierten aber wiederum mit den Apoptoseraten der kultivierten
Tumorzellen: Eine Höherdiffernzierung (Up- Regulation der Oberflächenantigene)
veranlaßte zu einer Steigerung der Apoptoserate, im Sinne der natürlichen
Steuerung im Zellzyklus.
Es kam jedoch in keinem Fall zu einem Verlust der Zellkultur durch allgemeinen
Zelltod. Grund war ein über jeden Passagezyklus präsenter Regenerationspool von
wenigen „silent cells“, die innerhalb des Klons die Differenzierung erneut aufnahmen.
Diese Zellen ermöglichen einer Tumorpopulation den permanenten „Nachschub“- sie
fungieren in vitro offensichtlich als eine Art Stammzelle der Tumorzellpopulation.
Der Zusatz von Zytokinen simuliert die Mikroumgebung von Tumoren in vivo, doch es
ist zu bedenken, dass sich die in vitro Beobachtungen dennoch nur bedingt auf das
Verhalten von Tumoren im Organismus übertragen lassen. Andererseits können
auch mit Zytokinen in vivo gesteigerte Differenzierung und hohe Apoptoseraten
erzielt werden. Das anvisierte Ziel einer völligen Tumoreradikation über generalisierte
Differenzierung und Apoptose konnte jedoch bisher nicht erreicht werden. Als Grund
wird die bei klinisch manifesten Tumoren bereits zu hohe Heterogenität angesehen.
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Das Persistieren von stammzellartigen undifferenzierten Zellen, ähnlich den hier
dargestellten Versuchen mit in vitro Kulturen, könnte jedoch hierfür eine
gleichermaßen plausible Erkärung liefern.
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